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RESUMO

O foco deste trabalho foi o estudo da planta Arrabidaea chica Verlot
conhecida na Amazénia pelas propriedades tintoriais, medicinais e cosméticas. As
diferentes variedades botanicas desta planta herbacea de diferentes composicoes
quimicas apresentam diferentes propriedades farmacoldgicas e empresas utilizam
indistintamente extratos da planta em produtos comercializados. Foram
desenvolvidas metodologias de extracbes das folhas da A. chica cujos extratos
foram caracterizados pelos marcadores quimicos incomuns, as @3-
desoxiantocianidinas. Utilizou-se nas extracoes técnicas de particdo, como as
técnicas de SPE e fluido supercritico e nas caracterizagdes técnicas de HPLC,
espectrometria de massa e fluorescéncia de raios-x com auxilio de andlise de
componentes principais (PCA). Assim foi possivel definir plantas de diferentes
variedades botanicas e a influéncia da sazonalidade na producao das 3-
desoxiantocianidinas. Extratos foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana em
Trychophyton spp. encontrando-se acentuada atividade nestas cepas. As atividades
anti-inflamatérias e cicatrizantes foram verificadas mostrando que o extrato rico em
desoxiantocianidinas teve efeito topico mais importante que o da substancia isolada,
sugerindo um efeito sinérgico. Foi investigada a Influéncia da radiacdo e pH no
comportamento cinético das desoxiantocianinas através de meétodos quimiomeétricos
e PCA. Através do sistema de equilibrio proposto, verificou-se que o extrato rico em
desoxiantocianidinas apresentou alta estabilidade quando comparado a extratos
contendo padrbes de antocianinas e com isso mostraram um potencial uso como
pigmentos em alimentos ou cosméticos. Extratos das folhas da A. chica foram
avaliados frente a diferentes atividades bioldgicas e os resultados contribuem para a
potencial utilizacdo dos extratos em aplicagdes nas areas de fitomedicina e
cosméticos.



ABSTRACT

The focus of this work was the study of the Arrabidaea chica Verlot
plant commonly used in Amazonia for the colorant, medicinal and cosmetic
properties. The different botanical varieties of this herbaceous plant of different
chemical compositions present different pharmacological properties and the industry
is using indistinctly the plant extracts in commercial products. Extraction
methodologies were developed to produce extracts concentrated on the leaves of A.
chica, they were characterized using the uncommon chemical markers, the 3-
desoxianthocyanidins. In the extraction it was used partition techniques, SPE and
supercritical fluid. In the characterization it was used HPLC, mass spectrometry and
x-ray fluorescence combined with principle component analysis (PCA). This way, it
was possible to discriminate the different botanical varieties and the seasonal
influence in the production of the 3-desoxianthocyanidins. Extracts were evaluated
according to their antimicrobial activity on Trychophyton spp. and an important
activity was found using those strains. The anti-inflammatory and healing activities
were checked and the result was that the extract rich in desoxianthocyanidins
presented a topic effect more important than the isolated substance, suggesting a
synergetic effect. Additionally the influence of the radiation and pH on the kinetics
behavior on the desoxianthocyanins was investigated using chemometric methods
and PCA. From the proposed equilibrium system we have that the extract rich in
desoxyanthocianidins presented higher stability when compared to extracts
containing anthocyanins resulting in a potential use of the pigment in food and
cosmetics. The leaves extracts from A. chica were evaluated for different biological
activities and the results contribute to the potential use of the extracts in applications

in the areas of phytomedicine and cosmetics.
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XIC - Cromatograma de ion extraido, extracted ion chromatogram em inglés

CLSI - Instituto de padrbées clinicos e laboratoriais, Clinical and Laboratory
Standards Institute em inglés

Amax - Comprimento de onda de maxima absorgao
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I.1. Motivacao do Trabalho

Plantas medicinais tém atraido ateng¢édo por seu potencial uso nas areas
da medicina, fitoterapia e cosmética em todo o mundo. Arrabidaea chica é uma
planta muito utilizada popularmente, especialmente na regido amazénica pelas suas
propriedades tintoriais, medicinais e cosméticas. Apesar de ser utilizada atualmente
em algumas formulagdes comerciais, para entender seu uso como medicamento ou
fitoterdpico, ha necessidade de conduzir estudos conforme padrées modernos
recomendados por érgaos de saude, como ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e FDA (Food and Drug Administration dos Estados Unidos).

Este trabalho inclui contribuicbes para o desenvolvimento de extratos
padronizados de A. chica. Os resultados permitem potencial utilizagdo em
aplicacbes nas areas de fitomedicina e cosméticos.

Ap6s um levantamento bibliografico que inclui composicao quimica,
atividade bioldgica e estabilidade como principais pontos, serdo apresentados
objetivos, meétodos utilizados e, em seguida, serdo discutidos o0s principais
resultados obtidos e as consideracdes finais. Optou-se pela divisdo da tese em

capitulos para maior organizagao.
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I.2. Levantamento Bibliografico

.2.1. A importancia das plantas medicinais como fontes de novos

medicamentos

Historicamente, os produtos naturais de origem vegetal sao de
fundamental importancia para a descoberta de novos medicamentos. De modo
geral, as plantas popularmente conhecidas sao as que tém sido mais exploradas em
estudos cientificos. Em uma primeira etapa € realizado a producéo de extratos, que
algumas vezes levam ao isolamento de substancias ativas, que podem ser inéditas
ou nao, e em seguida € feita a elucidacdo da estrutura molecular destas
substancias. A partir deste ponto muitas etapas sao transcorridas até se chegar ao
fitomedicamento, também chamado de fitofarmaco, como a caracterizacdo e
padronizacao dos extratos que contém o principio ativo, desenvolvimento da cadeia
produtiva até o ativo padronizado, testes de eficacia, entre outros (Figura 1)
(SHENKEL et al., 2000). A sintese destes compostos (compostos idénticos aos

naturais) pode ser realizada posteriormente caso seja de interesse econémico.

= Fingerprinting

Abundence:

40000°

g

30000°
Preparacéo de extratos 200
de diferentes partes da planta ::
100001

5000

il

Extrato EtOH/MH20
Extrato Hexano

Extrato CH2CI2 Extrato ativo
Extrato AcOEt
Extrato MeOH
: Fitomedicamento
(extrato estandardizado)
Ensaios biolégicos Identificacéo de

principio ativo

Figura 1. Esquema da obtencdo de fitomedicamento/fitofarmaco a partir de
partes de uma planta.

s

E importante esclarecer a diferenca entre fitoterapico e fitofarmaco.
Segundo a ANVISA (2015) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e Ferreira et
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al. (1998) medicamentos fitoterapicos sao aqueles originados de material botanico
integral de plantas medicinais ou de seus extratos e sdo usados com o proposito de
tratamento médico. Eles podem ser industrializados ou manipulados, sendo que os
industrializados sédo produzidos por industrias farmacéuticas e devem ser registrados
na ANVISA antes de sua comercializacdo. Os manipulados sdo produzidos em
farmacias de manipulagéo. Por definicdo, fitofarmaco € o medicamento que utiliza a
substancia ativa isolada, purificada ou semi-sintetizada a partir de matéria prima
vegetal. Os medicamentos em geral ainda fazem amplo uso de compostos naturais
ou idénticos aos naturais em contraposicdo aos compostos sintéticos, eles estdo
presentes na composicdo de medicamentos anticancer (60 %) e doencas
infecciosas (75 %) (NEWMAN et al., 2003; NEWMAN E CRAGG, 2012). Com
relacdo aos fitoterapicos, segundo proje¢cdes do Instituto Brasileiro de Plantas
Medicinais (IBPM, 2017), o mercado movimenta de 400 a 500 milhdes de ddblares
por ano no Brasil. No mundo, estima-se que o gasto com plantas medicinais chegue
a cifra de US$ 27 bilhdes (em torno de 7 % do mercado mundial de medicamentos).
Entretanto, enquanto o mercado farmacéutico cresce de 3 % a 4 % ao ano no
mundo, o fitoterapico sobe de 6 % a 7 %.

Uma informagao importante é que préximo de dois tercos ou trés quartos
da populacdo mundial prefere o uso de produtos farmacéuticos baseados em
plantas medicinais (WHO, 2003). Entende-se por plantas medicinais aqui,
substancias ou preparagdes a partir de produtos medicinais que tém potencial
utilizacdo como agente farmacéutico. As plantas mostram-se as mais promissoras
fontes de substancias ativas devido a grande diversidade estrutural de metabdlitos
produzidos e, talvez, seja a fonte mais antiga de medicamentos para o0 homem
(BRANDAO et al., 2010). Apesar disso, estima-se que somente 10% das espécies
de plantas floriferas do planeta foram estudadas com relacdo ao potencial
farmacéutico; se olharmos para as florestas tropicais, esse numero cai para 1%
(GURIB-FAKIN, 2006).

Algumas das maiores oportunidades do uso de produtos de origem
vegetal encontram-se na area farmacéutica, agroquimica, cosmética, quimica fina e
nutracéutica. O desenvolvimento de drogas para a industria farmacéutica, no
entanto, pode levar até cerca de 20 anos para chegar ao mercado e ser
comercializada ou, mais recentemente, em torno de 10 anos com um grande

investimento financeiro estimado entre US$ 0,5 a 1,2 bilhdo. Cabe destacar que os
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riscos sao grandes, pois sempre existe a chance do farmaco falhar em uma das
etapas do processo de desenvolvimento. Segundo JAMES (2010), a cada ano
somente cerca de 20 novos farmacos sédo aprovados para comercializacao, dos
quais 75% sao aqueles chamados de “me too”, isto &, farmaco estruturalmente
similar a um j& presente no mercado. Com o aparecimento mais recente de novas
tecnologias como a high throughput screening, a quimica combinatoria, robotica,
entre outros, a industria farmacéutica tem se distanciado cada vez mais de produtos
naturais como fontes de drogas potenciais (BALUNAS e KINGHORN, 2005).

Existem milhdes de tipos de estruturas quimicas naturais disponiveis na
natureza resultantes da quimica combinatéria que resulta numa diversidade quimica
de estruturas complexas que interagem com moléculas biolégicas. A natureza,
sozinha, vem fazendo essa selecao ha séculos e vem selecionando produtos desta
biblioteca combinatorial que tem vantagens biolégicas especificas. Conforme
descrito por Aristételes: “Nature does nothing without purpose or uselessly’
(MCCHESNEY etal., 2007).

A regido amazbnica é conhecida por ter uma imensa e inexplorada
biodiversidade proveniente do conhecimento de indios que tém utilizado plantas
medicinais para o tratamento de doencas ha séculos (ELISABETSKY e SHANLEY,
1994). Algumas destas plantas ja foram estudadas cientificamente, outras foram
pouco exploradas até o momento e muitos conhecimentos ja se perderam (GRANZ,
2007). Neste trabalho foi selecionada uma planta secular da regido Amazénica
cientificamente denominada Arrabidaea chica.

1.2.2. Arrabidaea chica - Informacao botéanica

Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, syn. Bignonia chica pertence
ao reino Plantae, a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Lamiales e
familia Bignoniaceae. A familia Bignoniaceae consiste de 120 géneros e 800
espécies (VON POSER et al., 2000), é largamente encontrada nas regides tropicais
da América Central e Sul, assim como na Africa. Em estudos sisteméticos
(GENTRY, 1980) a Bignoniaceae foi dividida em 8 tribos, das quais 3 séao
encontradas no Brasil, tanto no cerrado, na mata Atlantica como na regido
Amazbnica. Sao predominantemente lianas e tem como exemplos mais

representativos o Jacaranda, |pés amarelo e roxo (Jacaranda brasiliana, Tabebuia
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alba, T. avellanedae e outras Tabebuia spp.). Além de utilizacdo na construgao civil
sao também usados como plantas ornamentais, devido a beleza de suas floracdes
(LORENZI e MATOS, 2002). Embora a familia seja relativamente grande, apenas
um pequeno numero de espécies foi estudado quimicamente. O género Arrabidaea
€ encontrado desde o sul do México até o sul do Brasil.

A. chica é conhecida popularmente como crajiru (estado do Amazonas),
pariri (estado do Para), carajiru, punca-panga, chica, cip6-pau, cipo-cruz, dentre
outros (BARROSO, 1991; MORS, 2000). E caracterizada morfologicamente como
uma planta arbustiva ascendente, podendo atingir 2 m de altura. Possui folhas
compostas, bi- ou trifolioladas, de foliolos oblongo-lanceoladas, de 8-13 cm de
comprimento (Figura 2). As flores campanuladas de cor réseo-lilacina sdo dispostas
em paniculas terminais. Os frutos sdo siliquas deiscentes (MCCHESNEY et al.,
2007), sendo comum a presenca de folhas modificadas denominadas gavinhas

(6rgao de suporte), que auxiliam na fixacao a um substrato.

Figura 2. Arrabidaea chica da foto é conhecida como tipo/variedade |. Foto
obtida em Campinas, SP.

A planta é facilmente cultivavel e tem ciclo de crescimento rapido
(BARROS et al.,, 2008), no entanto, € muito dificil de florescer. No estado do
Amazonas predomina uma variedade de A. chica, conhecida como tipo | ou
variedade |, tem folhas mais finas e uma tendéncia a crescer na vertical, enquanto

que as outras variedades tém folhas mais largas e uma tendéncia a se espalhar
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horizontalmente. As folhas dos tipos I, Il e lll sdo cultivadas na Embrapa Ocidental
da Amazénia, Manaus, AM (VON POSER, 2000).

De acordo com Carvalho et. al. (2006), a variedade mais comum
ornamentalmente falando é a variedade |, que tem folhas finas e é mais ereta se
comparado com as outras, que apresentam folhas mais largas e maior tendéncia a
serem escandentes. Uma caracteristica comum a todos os tipos e que dificulta a sua
identificagao taxon6mica é a auséncia de flores nas condicées da Amazénia, relatos
mencionam apenas material estéril. Carvalho et. al. (2006) determinaram o numero
de cromossomas das trés variedades cultivadas na Embrapa Amazénia Ocidental,
buscando contribuir para a caracterizacao dos acessos. Para as variedades | e |l,
foram contados pelo menos 38 cromossomas por nucleo. Para a variedade lll, foram
contados 48 e até mais de 50 cromossomas por nucleo. As variedades Il e lll
apresentam maior similaridade entre si morfologicamente do que quando
comparados com a variedade |, e considerou-se possivel que a variedade Il
pudesse ser um poliploide originado de plantas da variedade Il, com a diferenca que
alguns dos 6rgéos na variedade lll, como folhas e gavinhas, mostram-se maiores e
mais robustos. No entanto, as contagens de cromossomos nao foram consideradas
conclusivas até o momento, embora tenham servido para averiguar que a variedade
lll tenha aparentemente um numero maior de cromossomos nao foram suficientes

para demonstrar a relagdo entre as variedades.

As folhas frescas tém coloracédo verde, mas apds a secagem, tornam-se
vermelho-amarronzadas. A tonalidade vermelha pode ser acentuada se a secagem
for feita na presenca de luz solar, e existem evidéncias que a cor que a planta
adquire seja devido ao processo de oxidagao natural de componentes presentes na
planta.

1.2.3. Arrabidaea chica - Fonte de pigmento

As folhas frescas na forma de decocto sdo empregadas ha séculos pela
populacao indigena para tatuagens e pinturas no corpo. Primeiros relatos datam da
regiao dos rios Orinoco e Meta (Colémbia e Venezuela). O pigmento é chamado de
chica red, carajura ou crajura (CHAPMAN et al., 1927).
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A planta tem consideravel potencial tintorial, o que pode ser explorado,
tanto para uso em cosméticos como em alimentos. Melo (2007) explorou o potencial
do corante extraido das folhas de A. chica comparativamente com o corante extraido
da flor do Cacaui (Theobroma speciosum) no tingimento do couro de peixe para
utilizagdo em artesanato e outros. O corante extraido da A. chica apresentou boa
resisténcia a luz e um bom poder de coloragao.

Os pigmentos naturais aprovados para uso em alimentos sdo limitados, e
requerem uma rigorosa aprovacao do JECFA (comité de experts em aditivos
alimenticios administrado pela FAO e WHO, do inglés - Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives). Onde FAO é a organizacdao de alimentos e
agricultura das Nagbes Unidas, do inglés - Food and Agriculture Organization of the
United Nations e WHO é a organiza¢cdo mundial da saude, do inglés - World Health
Organization. Suas responsabilidades incluem a avaliagdo de contaminantes,
toxinas naturais e residuos de medicamentos veterinarios em alimentos. Uma melhor
compreensao e aprovagao das fontes de pigmentos contribuem para o0 aumento do
seu uso. Com o objetivo de atender a constante demanda por novas cores surgem
constantes pesquisas em torno da estabilidade destes pigmentos naturais
(WISSGOT e BORTLIK, 1996; CLYDESDALE, 1993; SCHIOZER et al., 2008).

No capitulo 1V desta tese é explorado o estudo de estabilidade de extratos

ricos em desoxiantocianinas, substancias raras encontradas em A. chica.

1.2.4. Arrabidaea chica — Uso popular e atividade biolégica

A. chica é utilizada na medicina tradicional para limpeza de feridas
cronicas e para o tratamento de doencas de pele como micoses e herpes
(BARBOSA et al., 2004). Devido seu uso tradicional, ja ha alguns anos € explorada
por pequenas industrias cosméticas na Amazbnia (Empresas Pharmakos
(http://www.pharmakos.com.br/), Anaua (https:/pt-br.facebook.com/Anau%C3%A1-
Essencias-DA-Amazonia-263332643741113/), Pronatus
(http://pronatus.com.br/loja/), entre outras. Suas folhas sao utilizadas como infusées

e consumidas como bebida quente ou gelada. E muito apreciada pela sua cor
vermelha e por ser levemente doce. Tem fungdo adstringente, promove a
cicatrizacdo da pele e € usada em banhos de assento, no tratamento de diarréias

sanguinolentas, anemia, leucemia, ictericia, albuminuria, psoriase e enterocolite


http://www.pharmakos.com.br/
https://pt-br.facebook.com/Anau%C3%A1-Essencias-DA-Amazonia-263332643741113/
https://pt-br.facebook.com/Anau%C3%A1-Essencias-DA-Amazonia-263332643741113/
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(CORREA, 1984; MORS, 2000; LORENZI e MATOS, 2002; MCCHESNEY et al.,
2007; MELO et al., 2007).

Na medicina tradicional, o uso continuado de chas e compressas €
conhecido por proporcionar aos pacientes um risco reduzido de contracdo de
infeccbes através de organismos resistentes (SANTOS et al.,, 1995; ZAIAS e
GERBERT-REBELL, 1996; ROJAS et al., 2006; VILA et al., 2010). Ingredientes e
extratos ativos foram relatados em varios artigos como potenciais substitutos para
farmacos onde a resisténcia a drogas é importante (NASCIMENTO et al., 1990;
ARTIZZU et al., 1995; 1ZZ0O et al., 1995; ELLOF, 1998; ALIGIANNIS et al., 2001;
RIOS e RECIO, 2005). Adicionalmente, o Ministério de Saude do Brasil expandiu o
nimero de plantas medicinais de interesse pelo Sistema Unico de Salde (SUS).
Dentre as 70 plantas aprovadas encontra-se a Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B.
Verl. Para a comercializacdo destas plantas, sera necessario a padronizacdo de
extratos desta e de outras plantas ainda pouco estudadas (RENISUS,

http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-medicinais-do-sus/) Gemelli et

al. (2015) pesquisaram o uso seguro da A. chica, estudando os efeitos mutagénicos
e genotdxicos do extrato bruto aquoso em cultura de células de camundongos. Os
extratos aquoso e butandlico ndo apresentaram atividade mutagénica frente a sepas
de Salmonella typhimurium e mostraram respostas negativas para genotoxicidade.
Os autores atribuiram os resultados a composicao fitoquimica da planta e a alta
concentracao de compostos anti-inflamatérios. Mafioleti et al. (2013) confirmaram a
ndo toxicidade do extrato hidroalcoodlico das folhas da A. chica, segundo eles, a
analise fitoquimica do extrato revelou a presenca de compostos fendlicos e a andlise
por fingerprint utilizando espectrometria de massas revela a presenca de 3-
desoxiantocianidinas (item 1.2.5.2) e kaempferol.

Kaempferol
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Tafarello (2008) e Tafarello et al. (2013) sugeriram que a acao cicatrizante
dos extratos brutos da A. chica pode estar relacionada a presenca das antocianinas,
uma vez que o0s extratos ricos em antocianidinas (agliconas) ndo estimularam o
crescimento celular, e ainda, demonstraram que a atividade cicatrizante do extrato
bruto da A. chica é inversamente proporcional ao aumento da concentracdo de uma
das 3-desoxiantocianidinas presente na planta, como relata artigo.

Encontrou também que as atividades anticAncer e antioxidante estdo
diretamente relacionadas com o aumento do teor de agliconas livres no extrato bruto
da A. chica. Outros resultados de atividade antioxidante e cicatrizagdo foram
relatados por Pauly et al. (2001) e Jorge et al. (2008). Jorge (2013) obteve
resultados significantes para cicatrizagdo de Ulceras cutaneas e da mucosa gastrica
utilizando extrato etandlico encapsulado.

Oliveira et al. (2009) estudou a atividade anti-inflamatéria de extratos
aquosos da A. chica frente a edemas induzidos de veneno de serpente em
camundongos. Ao aplicar o extrato via subcuténea, a inflamacao foi reduzida. Os
dados experimentais sugerem que o extrato aquoso apresenta substancias quimicas
com atividade inibitéria do processo inflamatério. Michel et al. (2015) recentemente
confirmaram a atividade anti-inflamatéria de extratos aquoso e etandlico.

Nos ultimos anos tém aumentado substancialmente infeccées por fungos
e parte deste problema é pelo fato dos tratamentos ndo serem eficazes. Uso abusivo
ou mau uso de drogas antifungicas podem gerar resisténcia a drogas, além do fato
de algumas delas serem toxicas (SOUZA et al., 2002; SOUZA et al., 2003; FENNER
et al., 2006). Dentre os dermatéfitos, o género Trichophyton € o mais encontrado em
infecgbes de pele (CHUANG et al., 2007). Alguns estudos mostram atividade de
extratos de plantas frente a fungos. Bajpai et al. (2009) estudaram a atividade de
extratos de Metasequoia glyptostroboides frente a cepas de Trichophyton e
encontraram valores de MIC (Concentracao Inibitéria Minima) variando de 62,5 a
4000 pg / mL. Similarmente Duraipandiyan e Ignacimuthu (2009) estudaram o
extrato da Toddalia asiatica frente a cepas de Trichophyton e encontraram valores
de MIC variando entre 62,5 a valores superiores a 1000 pg / mL.

Barata et al. (2006) (um dos trabalhos resultantes desta tese (Capitulo IIl)
encontraram fracoes extraidas das folhas da A. chica apresentando atividade
antimicrobiana utilizando normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
métodos de referéncia para diluicdo em caldo de leveduras e fungos filamentosos.
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As fragbes mais ativas apresentaram MIC < 100 pg / mL e MFC (Concentragao
Fungica Minima) < 1500 ug / mL para as leveduras Candida albicans, parapsilosis e
krusei. Para dermatdfitos apresentaram valores de MIC e MFC < 100 nug / mL frente
a cepas de Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum e apresentaram halos maiores
que 12 mm para as bactérias Staphylococcus aureus e S. hominis.

Barbosa et al. (2008) investigaram a atividade de extratos de A. chica
contra leveduras e dermatéfitos também usando método de microdiluicdo em caldo,
no entanto, os extratos testados exibiram baixa atividade, MIC = 3,125 mg / mL,
frente a cepas de T. mentagrophytes.

Ribeiro (2008) encontrou para o extrato etandlico bruto das folhas de A.
chica atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (MIC de 62,5 pg / mL),
contra Escherichia coli (MIC de 250 ug / mL) e contra Candida albicans (MIC de 500
ug / mL). Cartdgenes (2009) demonstrou que a administracdo cronica de extrato
hidro-alcodlico das folhas de A. chica em ratos hipertensos induziu um efeito
hipotensor com auséncia de efeitos toxicol6gicos, e concluiu que o efeito hipotensor
deve estar relacionado com a inibicao da disponibilidade de calcio intracelular.

Segundo os critérios de Holetz et al. (2002), um valor de MIC abaixo de
100 pg / mL é considerado boa atividade antimicrobiana, de 100 a 500 pug / mL é
considerada uma moderada atividade, de 500 a 1000 ug / mL é considerada
atividade fraca e maior que 1000 ug / mL é considerada inativa. Com base nesta
classificacdo, resolveu-se aprofundar os estudos de atividade antimicrobiana
previamente apresentados pela autora e colaboradores (BARATA et al., 2006). Os
resultados estdo apresentados no Capitulo 11l desta tese.

Varios produtos cosméticos contendo extratos de A. chica foram
registrados na ANVISA, e tém sido comercializados por pequenas industrias
cosméticas na Amazédnia, explorando os potenciais antimicrobianos, adstringentes,
entre outros (ANVISA — Crajiru, 2015).

O Capitulo Il desta tese discute resultados biol6gicos obtidos com
extratos de A. chica e mostra resultados inéditos e de grande valor para atividade

antimicrobiana, anti-inflamatéria, cicatrizante e citotdxica.
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1.2.5. Arrabidaea chica — Composicao quimica

Alves et al. (2010) em screening fitoquimico das folhas da A. chica indicou
a presenca de classes quimicas tais como: agucar redutor, alcaloides,
antocianidinas, antocianinas, antraquinonas, esteroides, triterpenoides, fendis,
flavanondis, flavandis, flavanonas, saponinas e taninos catéquicos. Nosso estudo

explora principalmente as antocianidinas.

[.2.5.1. Antocianinas e antocianidinas

As antocianinas sdo substancias muito importantes dentre os flavonoides
devido ao seu poder corante e também pelos beneficios para saude, dentre eles a
sua capacidade antioxidante. Antocianinas sdo comumente encontradas na natureza
na sua forma glicosilada. Ap6s perda de acucar por hidrélise acida, as agliconas séo
denominadas de antocianidinas. As antocianidinas mais comumente encontradas na
natureza sdo as cianidinas, peonidinas, pelargonidinas, delfinidinas, petunidinas e
malvidinas (Figura 3). A diferenca entre as varias antocianidinas esta no nimero de
grupos hidroxilicos em suas estruturas, no grau de metilagdo destes grupos, na
natureza e no numero de acucares que compdem suas estruturas e na posicao onde
esses agucares se ligam no nucleo flavonoidico, bem como na natureza e no
namero de acidos alifaticos e/ou aromaticos ligados ao(s) agucar(es) da antocianina.
Raramente as antocianinas sdo passiveis de serem isoladas devido a sua
instabilidade (GIUSTI e WROLSTAD, 2003). Com a mesma origem dos demais
flavondides naturais, as antocianinas sao estruturalmente caracterizadas pela
presenca do esqueleto contendo 15 atomos de carbono na forma C6-C3-C6, no
entanto, possuem a particularidade de absorverem fortemente na regiao visivel do

espectro eletromagnético (COHEN et al., 2002).
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Aglicona R; R> Amax (nm)
Pelargonidina H H 494
Cianidina OH H 506
Peonidina OMe H 506
Delfinidina OH OH 508
Petunidina OMe OH 508
Malvinidina OMe OMe 510

Figura 3. Antocianidinas comumente encontradas na natureza e comprimento
maximo de absorcao no UV-VIS.

|.2.5.2. Desoxiantocianidinas

O pigmento vermelho presente nas folhas da A. chica é creditado a um
grupo de 3-desoxiantocianidinas. Ao contrario das antocianinas, que sao largamente
encontradas na natureza, as 3-desoxiantocianidinas, embora mais estaveis, sao
raras e encontradas apenas em algumas espécies de plantas. O que diferencia as 3-
desoxiantociandinas das antocianidinas é a auséncia do grupo hidroxila na posicao
C3 dos seus esqueletos. As desoxiantocianinas sao encontradas na natureza
principalmente como agliconas, chamadas de desoxiantocianidinas. Elas sao
consideradas as substancias ancestrais das antocianinas, ja que sao encontradas
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em samambaias e musgos, as quais sdo consideradas as mais primitivas das
plantas na terra (MELO et al., 2009).

Sua presenca foi detectada nas flores de Gesneriaceae (HARBORNE,
1966; HARBORNE, 1967). As substancias mais comuns desta classe sao as
luteolinidinas e apigeninidinas (Figura 4), encontradas mais comumente em plantas
inferiores e em plantas superiores como espécies de sorgo (Sorgum species)
(STAFFORD, 1965; REY et al., 1993; IWNASHINA, 2000), Zea mays (HALBWIRTH et
al., 2003), black tea (HARBORNE, 1999), e samambaias (HARBORNE, 1967),
incluindo a espécie Azolla spp. (COHEN et al., 2002; COHEN et al., 2002) e flores
de Gesneriaceae, (CHUANG et al., 2007; BAJPAI et al., 2009) dentre outras.

HO o
Ri=H; Apigeninidinas

R1=0OH; Luteolinidinas

Figura 4. 3-Desoxiantocianidinas encontradas em plantas inferiores.

Nas espécies de sorgo, as 3-desoxiantocianinas (NICHOLSON et al.,
2001) possuem um papel importante como fitoalexinas. Fitoalexina € um termo
usado para compostos que atuam como antibiéticos de plantas que séo sintetizados
depois que o tecido da planta é exposto a uma infeccao microbiana (VANETTEN et
al., 1994).

[.2.5.3. Arrabidaea chica — substancias isoladas

Chapman et al. (1927) estudaram a estrutura do principal constituinte da
A. chica e chamaram-na de carajurina ou 6,7-diidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio, (S-3)
(Figura 5). Chapman et al. (1927), Scogin (1980) e Harborne e Baxter (1999)

propuseram que a ocorréncia deste pigmento raro em Bignoniaceae seria
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provavelmente restrita a espécie Arrabidaea chica. Takemura (1993) identificou a
presenca de antocianinas, flavondéides, taninos e fitosterdis nas partes aéreas desta
planta. Zorn et al. (2001) isolaram trés novas 3-desoxiantocianidinas, a 6,7,3",4"-
tetraidroxi-5-metoxiflavilio, (S-1), a 6,7,4’-triidroxi-5-metoxiflavilio, (S-2), e a 6,7,3"-
triidroxi-5,4"-dimetoxiflavilio, (S-4). Devia et al. (2002) também isolaram duas das
substancias acima e confirmaram a estrutura de S-3, além de demonstrar que a
técnica analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance
liquid chromatography) é efetiva para a determinagdo de 3-desoxiantocianidinas em
extratos de A. chica. Os ultimos dois artigos suportam a hipdétese de Harborne
(1967) de que 6-hidroxilacdo € uma estrutura tipica de flavondéides presentes nas
Bignoniaceae. Takemura et al. (1995) e Barbosa et al. (2008) isolaram e
determinaram estruturas de duas novas flavonas a partir das folhas da A. chica, a
6,7,3",4’-tetraidroxi-5-metoxiflavona, S-5, e a 4’-hidroxi-3,7-dimetoxiflavona, S-6,
respectivamente.

No Capitulo Il desta tese sédo discutidos métodos de obtencéo de extratos
ricos e purificados nas desoxiantocianinas contidas nas folhas da A. chica. Os

métodos sdo inéditos e mais diretos do que relatados anteriormente em literatura.
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S-1, S-2, S-3, S-4

OMe
OH
HO (0]
OH
HO
S-5
OMe O
OH
H;CO O
OCH;
0 S-6
ESI-MS Fragmentos
Substancia R Rz m/z gm/z Identificacao Referéncias
6,7,3",4’-tetraidroxi-5- Devia et al., 2002;
S-1 H OH 301 286 metoxiflavilio Zom et al., 2001
6 ?Z’at’n‘:;:’or)':s Devia et al., 2002;
S-2 H H 285 270 R Zorn et al., 2001
metoxiflavilio
Carajurina, Chapman et al.,1927;
S-3 CHs H 299 284, 269 6,7-diidroxi-5,4"- Devia et al., 2002;
dimetoxiflavilio Zorn et al., 2001
6,7,3 -triidroxi-5,4"-
S-4 CHs OH 315 300 dimetoxiflavilio Zorn et al., 2001
Carajuflavona,
S-5 316 301, 298, 273,270  6,7,3",4-tetraidroxi-5- Takemura et al., 1995
metoxiflavona
4’-hidroxi-3,7-
S-6 298 283, 255, 145 dimetoxiflavona Barbosa et al., 2008

Figura 5. 3-Desoxiantocianidinas e flavonas isoladas da A. chica.
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|.2.6. Arrabidaea chica — Estabilidade de substancias e extratos

Alguns pigmentos naturais s&o mais estaveis in vivo que na forma isolada.

As plantas parecem desenvolver estratégias para proteger suas cores ja que séo
expostas a luz, calor e oxidacao quimica (WISSGOT e BORTLIK, 1996).
As antocianinas sdo compostos que podem sofrer reagdes que podem alterar
facilmente sua estrutura devido a deficiéncia eletrébnica do seu nucleo flavilio. A
estabilidade das antocianinas aumenta com o numero de grupos metoxila no anel B
e diminui com o aumento das hidroxilas (Figura 3). Em geral, as antocianinas sao
mais estaveis em condicbes acidas, apds glicosilacdo ou acetilacdo de seus
acucares (ESCRIBANO-BAILON et al., 2004). Sdo usadas em produtos comerciais,
mas devido a sua variacdo de cor com a mudangca de pH e restricbes com
estabilidade, existe preferéncia para seu uso em meio acido.

A natureza ibnica das antocianinas favorece a mudanca da estrutura
molecular com a variagdo do pH, resultando em diferentes cores para diferentes
valores de pH (BROUILLARD, 1982; BROUILLARD et al., 1982; TERCI e ROSSI,
2002). Para entender melhor a variagdo da estabilidade das antocianinas, tem-se
que em solucdes aquosas elas apresentam diferentes estruturas em funcéo do pH
(MELO et al., 2002). Em meio &cido as antocianinas sdo avermelhadas, o que
corresponde a estrutura do cation flavilio. Nas proximidades de pH 6, as
antocianinas perdem a cor devido a predominancia da pseudobase carbinol. Com o
aumento gradativo do pH observa-se a formacédo de estruturas de cor violeta, as
anidrobases quinoidais. Em valores de pH acima de 8 comeca a ocorrer a ionizacao
das antocianinas e entre pH 9 e 12 aparecem as estruturas de anidrobases de
coloragdo azul. Para valores de pH acima de 9 pode ocorrer a ruptura do anel
heterociclico com a formacado de estruturas conhecidas como chalconas. Apés a
abertura do anel, as mudancas sao irreversiveis. A Figura 6 apresenta as possiveis
transformacdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em fung¢éo do pH.

Essa mudanca estrutural que ocorre com as antocianinas também
acontece com as desoxiantocianinas. A diferenga na sua estrutura favorece uma
maior estabilidade, embora essa maior estabilidade ndo seja muito discutida na
literatura. As desoxiantocianinas sdo encontradas na natureza na sua maioria como
agliconas, as desoxiantocianidinas. As antocianidinas, desoxiantocianidinas e sais

de flavilio sdo substancias que tém um centro estrutural comum: 2-fenil-benzo-pirilio,
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e sao envolvidas num mesmo conjunto de reagdes quimicas seguindo um mesmo
padrao (MELO et al., 2002).

Muitos estudos de antocianinas usam o método da mudanca do pH para
calcular as constantes de equilibrio (BROUILLARD, 1882). No entanto é dificil
calcular o numero de espécies que contribuem para o espectro. Nos experimentos
utilizados neste trabalho utilizaram-se métodos quimiométricos para estimar o

numero de espécies num sistema composto de mais de uma substancia.

=4 =3
OoH aH
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Figura 6. Possiveis transformacdes estruturais das antocianinas em meio
aquoso em fungao do pH.
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Um modelo quimiométrico foi identificado baseado na analise numérica e
estatistica de dados para solucionar o problema de analises de misturas sem uma
prévia suposicdo a respeito da natureza ou da composicdo do sistema sob
investigacdo. A andlise de misturas investiga o numero de espécies quimicas
simultaneamente presentes numa mistura, assim como a determinagcao da sua
concentragdo na mesma.

Dentre os métodos estatisticos disponiveis para resolver problemas de
analise de mistura, os métodos de analise de fator (FA, factor analysis), analise de
componentes principais (PCA, Principal Component Analysis) e decomposicao em
valores singulares (SVD, Singular Value Decomposition) desempenham papéis
importantes especialmente na identificagdo do numero de espécies que contribuem
significantemente para a varidncia dos dados experimentais (MENDIETA et
al.,1998). As solugbes matematicas podem ser transformadas em solugdes fisicas
por meio de métodos de resolugéo de curvas multivariadas (MCR, Multivariate Curve
Resolution) (TAULER, 1995).

O objetivo da utilizacdo destes métodos quimiométricos foi investigar o
comportamento cinético da substancia carajurina, uma desoxiantocianidina isolada
das folhas da A. chica, assim como do extrato etandlico bruto da mesma planta
frente a decomposicao por radiacdao UV a diferentes valores de pH no decorrer de
um periodo de 24 horas. O objetivo de estudar um extrato bruto é avaliar como
substancias presentes (flavonoides, co-pigmentos e agucares livres) podem afetar a
estabilidade das desoxiantocianinas também presentes. O resultado obtido pode
ajudar no desenvolvimento de metodologia para a determinacdo do numero de
espécies presentes em extratos assim como numa primeira elucidacdo do
mecanismo da degradacao cinética da carajurina.

Para avaliar a estabilidade dos diferentes extratos contendo as
desoxiantocianidinas, as medidas de absorbancia sdo usadas para construir graficos
do logaritmo neperiano (Ln) da razdo absorbancia (A) / absorbancia inicial (Ao) (Ln
A/Ao) versus tempo. Através da inclina¢do da reta obtém-se o valor k, representando
a velocidade de degradacao das substancias. A partir dos valores obtidos de k, sdo
calculados os valores do tempo de meia-vida (t12) por meio da relagao ti» = -Ln
0,5/k, sendo os valores obtidos usados como parametros para estimar a estabilidade
ante a acao da luz (IACOBUCCI e SWEENEY, 1983).
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1.2.7. Métodos quimiométricos

Com os recursos analiticos atuais, a analise de amostras fornece muitas
informagdes que sao melhor manipuladas com o uso de ferramentas e programas
computacionais que ajudam na interpretacao destas informacgdes.

O termo Analise Multivariada € o uso de varios métodos que utilizam
simultaneamente muitas variaveis simultaneamente para a interpretacdo dos dados
obtidos. Os objetos quimicos sdo amostras analiticas de interesse. As variaveis
estdo relacionadas com os constituintes quimicos nos objetos, por exemplo,
concentragbes de elementos mais importantes, altura de picos em perfis
cromatograficos ou comprimentos de onda em perfis espectroscopicos. Os meétodos
multivariados podem ser classificados em diferentes categorias dependendo da
quantidade de informacao que se tem sobre a amostra. Dentre os métodos, o PCA e
a SVD, sédo utilizados com maior frequéncia na compreensao, interpretacdo e na
extracao da informacéo dos dados. O PCA é um método baseado na decomposicéo
de um conjunto de dados, enquanto que o método de Analise de Componentes
Principais Multi-modo (MPCA, Multi-way Principal Components Analysis) pode ser
aplicado para se analisar a similaridade entre diferentes conjuntos de matrizes de
dados (WISE et al., 2006).

O posto (rank) de uma matriz de dados vai ser igual ao numero de
espécies espectrometricamente ativas. Ja o posto de uma matriz de espectros de
massas bidimensional, serd igual ao numero de espectros diferentes gerados a partir
dos fragmentos iniciais. Por exemplo, se uma espécie produz 10 espectros
diferentes o posto sera igual a 10. No entanto, quando é analisado um conjunto de
amostras ao mesmo tempo, o posto pode ser igual ou menor ao encontrado para a
matriz de dados do componente puro. Métodos como a aproximagao da variavel
pura (PURE) (WINDIG et al., 2005) auxiliam a encontrar as estimativas de espectros
e perfis cinéticos. Este método seleciona as colunas com as variaveis mais puras,
baseando-se no método SIMPLISMA (Simple-to-use interactive mixture analysis)
(CAOQ et al., 2005). O resultado apds a utilizacdo destes métodos pode ser um ponto
inicial para a determinacao de espectros dos componentes puros. Para obtencéo de
informacgdes adicionais utiliza-se o0 método Resolucao Multivariada de Curvas (MCR,
Multivariate Curve Resolution) (TAULER et al., 1995). No MCR deve-se inicialmente
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estimar o posto da matriz total de espectros, que deve ser igual ao numero de
espécies analisadas nas misturas. O MCR é um método que obtém os valores de
concentragdo das amostras, assim como 0s espectros puros dos componentes
dentro da amostra a partir de uma matriz de dados que contém as variaveis

analiticas.

1.2.7.1. Analise de Componentes Principais (PCA)

O PCA é uma técnica estatistica multivariada usada para reduzir a
dimensdao de um conjunto de dados. Ela é baseada na correlacdo da matriz de
covariancia, onde a matriz de dados A consiste de n objetos (espectros)
representados por p variaveis (absorbancias obtidas em diferentes comprimentos de
onda). O PCA decompde a matriz A em trés matrizes, onde T é a matriz score, P € a
matriz de loading e E é a matriz residual. O numero de fatores que descreve a maior
parte da variancia dos dados é representada por g, sendo P* a matriz transposta de
P. Cada fator corresponde a uma linha ou coluna das matrizes T ou P,
respectivamente (BEEBE et al., 1998).

A=T, P +E,

nxq = qxp

1.2.7.2. Andlise de Componentes Principais Multi-modo — MPCA

Em MPCA (PEREIRA-FILHO et al., 2002), o tensor é decomposto por
uma somatoria dos produtos dos vetores dos score e matrizes dos loading mais o
arranjo residual que €& minimizado no sentido dos quadrados minimos. A
decomposicao é feita em concordancia com os principios do ruido ou parte residual
e é associada com a variacao nao deterministica nos dados. A parte sistemética, a
soma dos vetores dos scores e das matrizes dos pesos, expressa a variacdo
deterministica como uma parte (score) relacionada somente com as amostras e a
segunda parte (pesos) relacionada com as variaveis e seus tempos de variacao.
MPCA é equivalente a se aplicar PCA em uma matriz bidimensional ampla, formada
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pelo desdobramento do arranjo tridimensional em um dos seis modos possiveis,
onde somente trés desses sao essencialmente diferentes.

A matriz X (Figura 7) € decomposta como a somatoria do produto dos
vetores dos score (t) e as matrizes dos loading (P) somada a matriz de residuos (E)

que é minimizada no sentido dos minimos quadrados.

R
Amostras
X= Ztr ® Pr +E Bat::)llgdas l X %mpo
K

r=1 7 :
Variavels ou
Medidas

- 1
IxIx IxJx IxJx
1 K K

Figura 7. Arranjo de dados tridimensional e sua decomposicao por MPCA e
equacao utilizada para representar a decomposicao por MPCA.

1.2.7.3. PURE

O método SIMPLISMA ou PURE seleciona a variavel mais pura com base
na determinagdo do angulo maximo entre as varidaveis pelo calculo do angulo
maximo gradual. Assim, a varidvel pura assume a presenga de varidveis como
comprimentos de onda. Como resultado, as intensidades de uma variavel pura séo

proporcionais as concentragdes desse componente.

[.2.7.4. Resolucao Multivariada de Curvas (MCR)

A Resolug¢ao Multivariada de Curvas é um método quimiométrico incluido
na familia de técnicas de andlise de fatores, FA. Seus principais objetivos sdo o
isolamento, resolucao (o que traz informacao qualitativa) (TAULER et al., 1995) e
quantificacdo das fontes de variacdo em um determinado conjunto de dados.
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Todos os métodos de resolugcdo decompdem matematicamente uma
resposta de mistura em contribuicées puras devido a cada componente do sistema.
Essa resposta de mistura é organizada numa matriz D contendo a informacéao bruta
dos componentes presentes no conjunto de dados. Os métodos de resolucao
permitem a decomposicao dos dados de mistura (matriz D) em produtos de duas
matrizes C e S’, cada um incluindo os perfis de resposta puros das n misturas ou
componentes de processo associados com a dire¢ao da linha e da coluna da matriz
inicial de dados, respectivamente. Na notagdo de matrizes, a expressao valida para
todos os métodos de resolucéo é representada por um conjunto de dados.

D=CS" +E

Onde D(r x c¢) € a matriz original de dados, C(r x n) e S’(n x ¢) sdo as
matrizes contendo os perfis de reposta pura relacionados com a variacdao dos dados
na direcao da linha e da coluna respectivamente, e E(r x ¢) € a matriz de erro, ou
seja, a variacao residual do conjunto de dados que nao é relacionado com nenhuma
contribuicdo quimica. Os parametros r e ¢ sdo os numeros de linhas e colunas da
matriz de dados originais, € n € o nimero de componentes quimicos na mistura. C e
ST frequentemente se referem a perfis de concentracdo e espectros (JUAN e
TAULER, 2003).

O objetivo principal da MCR é o isolamento, resolucao e quantificacao das
fontes de variagdo de um determinado conjunto de dados. A caracteristica mais
importante desta técnica € que ndo é necessario informagédo da contribuicdo dos
diferentes fatores na resposta final (MENDIETA et al., 1998). O MCR ¢é usado no
programa MatLab® (TAULER et al., 2005; JUAN e TAULER, 2006).

O MCR é uma ferramenta que pode auxiliar no tratamento e interpretacao
de dados provenientes de analises mais simples tais como fotodegradacdes
monitoradas por espectrofotometria na regiao UV-Vis (MAS et al., 2008) ou como
analises de dados mais complexos provenientes de técnicas hifenadas.

1.2.7.5. Analise Discriminante com Calibragcdo Multivariada PLS-DA

PLS-DA (Quadrados Minimos Parciais ou do inglés, Partial Least
Squares-Discriminant Analysis) € um método de classificacdo de amostras baseado
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no modelo PLS, que modela a relagdo entre duas matrizes, o conjunto de dados
obtidos através de medi¢cdes e a matriz da classe de afiliagdo. O algoritmo
decompde as matrizes usando um determinado numero de variaveis latentes tal que
uma maxima separacao de classes seja obtida. Os grandes numeros de picos dos
espectros que sao potenciais marcadores criam um modelo e em cima dele sao
feitas validacdes. Este método € uma generalizacao da regressao multipla linear e é
capaz de analisar mais ruidos e dados incompletos (CIOSEK et al., 2005; BARKER
et al., 2003).
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1.3. Arrabidaea chica— METODOS ANALITICOS

Os métodos utilizados na caracterizacdo das 3-desoxiantocianidinas de
Arrabidaea chica foram cromatografia liquida associada a um detector de arranjo de
fotodiodos (HPLC-DAD) ou a um detector sequencial de massas (LC-MS/MS),
usando uma fonte de eletronebulizagdo (ESI, electrospray ionization). Também foi
empregada a infusédo direta dos extratos no sistema MS/MS.

Os extratos foram purificados utilizando extracdo em fase sélida (SPE,
Solid Phase Extraction) antes das analises. A purificagdo dos extratos, usando
cartuchos de silica C18, é um procedimento relativamente simples, o qual permite a
eliminacao de substancias polares e impurezas nao-fenélicas em uma unica etapa.
O procedimento envolve a aplicacdo de extratos ricos em desoxiantocianidinas
seguido de eluicdo com solventes. Metanol acidificado € o recomendado e foi
utilizado neste trabalho para a eluicdo das desoxiantocianidinas. A acidificacéo é
necessaria para prevenir a oxidacdo dessas substancias, exatamente como

acontece com as antocianinas (LEE, 1992).
1.3.1. HPLC-DAD

E uma técnica muito usada na determinacdo quimica qualitativa e
quantitativa de compostos instaveis de elevada massa molecular. Por essa razdo se
tornou uma das técnicas principais para separacdo de antocianinas. A técnica
emprega colunas fechadas, recheadas com uma fase sélida, e uma fase movel
eluida a altas pressdes. A técnica promove a realizacdo de separacdes de uma
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras em poucos
minutos e com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (ESCRIBANO-BAILON et al.,
2004).

1.3.2. LC-MS/MS (High Performance Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry)

E uma técnica largamente usada que combina a capacidade de
separacdo do HPLC com a sensibilidade e especificidade da caracterizagao
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estrutural e deteccdo da espectrometria de massas (MS) (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007). Esta técnica foi explorada antes na caracterizacao de
antocianidinas (MACZ-POP et al.,, 2006) assim como para outros tipos de
substancias como colesterol (MAZALLI et al., 2006) e isoflavonas (AGUIAR et al.;
2007).

1.3.3. ESI-MS/MS (Electrospray lonization Tandem Mass
Spectrometry)

A ionizagéo por electrospray é uma técnica usada em espectrometria de
massas para produzir ions a partir de moléculas. ESI promove pouca fragmentagéo
de ions e é uma caracteristica vantajosa no sentido de que o ion molecular é
preservado. Infelizmente pouca informacao estrutural pode ser obtida com o simples
espectro de massas, no entanto a utilizacao de ESI acoplada com espectrometria de
massas tandem (ESI-MS/MS) pode ser utilizada para obtencao dos fragmentos e
possiveis elucidacdes de moléculas.

Neste trabalho esta técnica foi utilizada devido a falta de disponibilidade
de padrbes comerciais de substancias do tipo 3-desoxiantocianidinas. Foram
utilizados dados de fragmentacao de ions M+ assim como comparacdo com dados

de literatura.
1.3.4. Fingerprinting — Caracterizacao por ESI-MS

Impressao digital ou fingerprinting utilizando espectrometria de massas
com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) é uma técnica rapida e versatil de
mapeamento de misturas de compostos organicos e inorganicos provenientes de
plantas silvestres e medicinais. A técnica ja foi utilizada para analise de prépolis
(SAWAYA et al., 2004), whisky (MOLLER et al., 2005), cerveja (ARAUJO et al.,
2005), 6bleos essenciais (MOLLER et al., 2007) entre outros e também na
diferenciacao do nivel de amadurecimento de frutas (AMORIM et al., 2009). Foi
também usada no controle de qualidade de éleos fixos e volateis (MARQUES et al.,
2006; SARAIVA et al., 2009; LAW et al., 2010). Por fim foi também usada na
caracterizagdo de frutas chilenas onde varias antocianinas e suas capacidades
antioxidantes foram identificadas (RAMINEZ et. al., 2015). A técnica demanda pouca
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preparacdo de amostras e também pouca quantidade de amostra e resulta em
informacao composicional imediata dos compostos ionizaveis por ESI. A mistura de
analitos é inserida através de infusdo direta, permitindo a identificagcdo de
marcadores quimicos que podem ser utilizados para caracterizar extratos. Os dados
de ESI-MS foram tratados usando PLS-DA para avaliar se a ferramenta diferencia as
variedades de A. chica.

1.3.5. Fluorescéncia de Raios-X

A utilizacdo da técnica de fluorescéncia de raios-X por dispersdo de
energia (EDXRF, do inglés Energy dispersive X-ray fluorescence, ou FRX) consiste
de fonte de raios-X e de detector semicondutor e seu uso para estudo de espécies
organicas é recente. A técnica consiste em auxiliar na identificacdo e quantificacao
das espécies, com baixo custo operacional e de forma nao destrutiva da amostra.
E fundamentada no fendmeno fotoelétrico, que consiste em excitar atomos com uma
fonte de energia que seja capaz de remover elétrons de orbitais internos.

Além do fenémeno fotoelétrico, que ocorre de forma especifica para cada
elemento, existem outras interacbées concomitantes entre os raios-X e a amostra.
Entre elas, podemos mencionar os efeitos Compton e Rayleigh, causados por
espalhamento da radiacdo, em vez de absorcdo e emissdo. O “espalhamento”
acontece quando fétons se chocam com moléculas de uma amostra que por sua vez
tem seus atomos ligados por forgas de origem elétrica. Podemos considerar dois
tipos de espalhamento. Se a molécula, no choque, se comporta como uma esfera
rigida, sem movimentos internos, o féton espalhado conserva praticamente toda a
energia inicial que tinha antes do choque. Esse tipo de espalhamento € chamada de
"espalhamento elastico” ou Rayleigh, e € o mais comum quando fétons incidem
sobre moléculas. Alguns foétons, ao se chocarem com uma molécula, podem dar
inicio a algum movimento dos atomos da molécula, o féton "excita" a molécula,
cedendo a ela parte de sua energia inicial. A energia do féton, depois do
espalhamento, € menor que a inicial pois parte dela foi usada para chacoalhar a
molécula. Esse é um "espalhamento inelastico” ou Compton, com troca de energia
entre o féton e a molécula. O espalhamento Raman é um tipo de espalhamento

inelastico
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O processo Raman pode produzir féton com energia maior ou menor que
a energia do féton incidente. Quando a energia do féton diminui, gerando uma
vibragdo da molécula, o processo € chamado de Stokes, por razdes histdricas. No
outro caso, em que a energia do féton aumenta, roubando energia de vibragdo da
molécula, o processo é chamado de anti-Stokes

Ap6s bombardeamento de raios-X sobre uma amostra e coleta de
fotoelétrons por ela emitidos, discriminados por diferenca de energia de cada pico de
fluorescéncia, a radiagdo eletromagnética incidente interage com a amostra podendo
ocorrer absorcado, emissao e espalhamento desta radiacdo eletromagnética. Um
grafico de contagem de elétrons vs. energia cinética € estabelecido por varredura de
um intervalo de energia e um espectro de FRX é obtido, o qual permite identificar os
elementos quimicos presentes na amostra, podendo-se assim conhecer mais sobre
ela (ARAUJO et al., 2005). A técnica ja foi usada para determinacdo de metais em
espécies organicas e para caracterizacao de espécies organicas (Carvalho et al.,
2005; Alexandre, 2007) dentre outros.

Para amostras com 4tomos de numeros atémicos médios e/ou altos, os
coeficientes de absorcao de raios-X sdo consideraveis (caso de metais) e a radiacao
€ pouco espalhada, resultando num efeito Raman desprezivel. Quando a matriz da
amostra é constituida por atomos leves (principalmente por C, O e N, caso das
amostras organicas) ocorre um aumento da intensidade do espalhamento. Alguns
autores (BORTOLETO et al.,, 2005; BUENO et al., 2005; VERBI et al., 2005)
observaram que a regido de espalhamento Raman também poderia fornecer
informacao importante para amostras organicas em analises nao-destrutivas,
principalmente utilizando técnicas quimiométricas combinadas.

O objetivo do uso desta técnica aliada a quimiometria para analise das
folhnas de A. chica foi avaliar seu potencial na diferenciacdo das variedades da
espécie. Os espectros obtidos foram tratados quimiometricamente utilizando-se o
software Unscrambler versdo 9.2 da CAMO®, usando-se a ferramenta de andlise de
componentes principais (PCA) para a discriminagdo dos dados.

Neste trabalho o material analisado por essa técnica foram as folhas de 3
variedades conhecidas da A. chica colhidas em diferentes locais, épocas do ano e
periodos do dia. A analise teve como objetivo principal a diferenciacao entre as
variedades das plantas.
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1.4. Extracdao com Fluido Supercritico

A extragdo com fluido supercritico € uma alternativa aos métodos de
extragao convencionais como extragao sélido-liquido (SLE) e extragao liquido-liquido
(LLE) que utilizam grandes quantidades de quimicos nocivos como solventes
clorados. A extracdo com fluido supercritico € considerada tecnologia limpa e nao
poluente, e tem sido frequentemente utilizada com o objetivo de recuperar principios
ativos de produtos naturais: descafeinizacdo de cafés e chas, extragdo de
pigmentos, aromas, antioxidantes, temperos e outros (MODEY et al, 1996;
AZEVEDO et al., 2003; KOPCAK, 2003; AZEVEDO et al., 2008; CASAS et al., 2009;
SILVA et al.,, 2009; CASTRO-VARGAS et al, 2010). Os fluidos no estado
supercritico possuem densidades proximas de liquidos, viscosidades proximas de
gases e difusividades intermedidrias, estas caracteristicas tornam estes solventes
atrativos para os processos de extracao. O principio da tecnologia se baseia no fato
de que proximo ao ponto critico do solvente propriedades como densidade e
capacidade de solubilidade variam enormemente com pequenas mudancas nas
pressdes e temperaturas do processo, possibilitando a facil recuperagao dos solutos
com pequenas mudancgas nestas variaveis. A boa eficiéncia destas extragdes a altas
pressdes sao uma perspectiva para novos processos ou para otimizacao de rotas de
producéo ja existentes (MENDIOLA et. al, 2013).

O gas carbdnico supercritico € o fluido mais utilizado em extracdes
supercriticas por apresentar condigdes criticas moderadas (31,1 °C e 73,8 MPa),
além de ser comercialmente disponivel com alto grau de pureza. Ele também nao é
téxico, € inflamavel e é estavel quimicamente. No entanto, o sucesso do uso da
tecnologia depende fortemente da solubilidade das substancias pouco volateis em
gas carbonico supercritico, um fluido ndo polar, com baixa afinidade as substancias
polares.

Para aumentar a polaridade do fluido supercritico, podem ser utilizadas
em combinacdo, pequenas quantidades de co-solventes polares, embora neste caso
corra-se 0 risco de diminuir a seletividade do fluido supercritico. O uso de co-
solventes pode aumentar a interacdo entre soluto e as moléculas do solvente
aumentando assim a solubilidade geral, além de poder aumentar a temperatura
critica da mistura dos solventes quando comparada com o solvente puro

(BRUNNER, 1983, 1984). O uso de co-solventes ja foi explorado em extracdes de
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6leo a partir de gréaos de café verde (etanol e alcool isopropilico) com aumento
sensivel do rendimento, seu uso propiciou um aumento de interacdes
intermoleculares e um aumento da densidade do solvente (ALEXANDRE, 2007).
Neste caso os solventes mostraram maior afinidade para com o éleo do que para
com a cafeina a acidos clorogénicos. Também foram observados aumento de
rendimento com o0 uso de etanol na extracdo a partir de sementes de goiaba
(CASTRO-VARGAS et al., 2010), dentre outros.

Paula et al. (2013) descrevem a extracdo das folhas de A. chica usando
diéxido de carbono supercritico numa primeira etapa e uma mistura de
COg/etanol/agua numa segunda etapa de extracao. HPLC foi usada para quantificar
carajurina nos extratos. Concluiu-se que o uso de CO» supercritico foi seletivo para
extrair a carajurina e que a presencga de agua na mistura de solventes foi essencial
para combinar extracao e recuperacao de compostos de interesse. O artigo de Paula
et al. (2013) foi publicado depois da investigacdo da técnica de CO, supercritico
descrita no item 1.3 deste trabalho, ambas foram experiéncias diferentes e positivas
em relagdo ao uso da técnica de fluido supercritico.
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1.5. OBJETIVO

1.5.1. Objetivo geral

Obtencdo de extratos de folhas de Arrabidaea chica com principios

quimicos corantes e atividade biolégica.

1.5.2. Objetivos Especificos

Capitulo Il: Obtencao de extratos da folha da Arrabidaea chica com
elevados teores de desoxiantocianidinas utilizando diferentes técnicas
extrativas e de purificacao

- Otimizar condicbes para a obtencdo de extratos da folha de A. chica
com elevados teores de desoxiantocianidinas, utilizando para tanto, diferentes
técnicas extrativas e de purificacdo como: SPE, fluido supercritico

- Caracterizar os extratos de A. chica utilizando técnicas de

espectrometria de massas e fluorescéncia de raios-x.

Capitulo lll: Atividade biolégica de extratos das folhas da Arrabidaea
chica

- Avaliar as atividades antimicrobiana de extratos contra cepas de
dermatéfitos de géneros de Trichophyton e Microsporum genera e cicatrizante a

partir de folhas da A. chica. Caracterizar os extratos ativos por LC-MS/MS.

Capitulo 1IV: Influéncia da radiacado e do pH no comportamento
cinético em extratos das folhas da Arrabidaea chica contendo
desoxiantocianidinas

- Obter extratos das folhas de A. chica estaveis frente a exposigcéo a luz
com atividade biolégica e/ou grande potencial de uso como corante utilizando UV-

Vis.
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Capitulo |l: Obtencao de Exiratos da Folhas de A. chica
com Elevados Teores de Desoxiantocianidinas
Utilizando Diferentes Técnicas Exirativas e de
Purificacao
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DESOXIANTOCIANIDINAS UTILIZANDO DIFERENTES TECNICAS EXTRATIVAS E DE PURIFICACAO

II.1. Obtencao e Caracterizacao de extrato rico em 3-desoxiantocianidinas
(3DAE) e substancia S-3 a partir das folhas da A. chica

Foi desenvolvido um método simples e direto para obtencdo de um
extrato rico nas substancias 3-desoxiantocianidinas existentes nas folhas de A. chica
assim como para obtencdo de extrato concentrado (S-3), uma das 3-
desoxiantocianidinas encontradas na planta. A variedade da A. chica avaliada foi a
mais comum encontrada no pais, conhecida como variedade |, segundo a Embrapa
Amazénia Ocidental.

I.1.1. Material e Métodos

11.1.1.1. Planta

As folhas da A. chica podem se diferenciar entre si de acordo com sua
variedade. A Embrapa Amazonia Ocidental e alguns autores brasileiros descrevem a
existéncia de trés variedades da espécie na Amazdnia (BARROS et al., 2008). A
variedade utilizada neste trabalho foi da variedade |. O material utilizado neste
trabalho foi cultivado em Maringda, estado do Parana. Uma exsicata foi depositada no
herbario do Instituto de Biologia da Universidade de Campinas, Unicamp, numero de
registro UEC 145.956.

As folhas foram secas na sombra e depois em estufa a 40 °C por 8 horas.
Antes da utilizacdo das mesmas para preparacdo de extratos, as folhas foram
moidas num moedor de plantas e depois peneiradas utilizando peneiras de mesh
150 e 210 um. A fracao retida entre as peneiras foi utilizada para os experimentos.

I1.1.1.2. Solventes utilizados nas extracdes

Foram utilizados nas extracées os seguintes solventes: alcool etilico P.A.,
Vetec® e Synth®. Diclometano P.A., cloroférmio P.A., hexano P.A., acetato de etila
P.A., metanol P.A., acetona P.A. e acido cloridrico concentrado P.A. Synth®, acido
férmico 50% HPLC e &cido fosférico 50% HPLC Fluka, e dimetilsulféxido Sigma-
Aldrich.
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11.1.1.3. Obtengé&o de extrato rico em 3-desoxiantocianidinas das folhas da
A. chica

Foram utilizada sequencia de 3 solventes: agua, solvente polar para
eliminacdo dos acguUcares, hexano, solvente apolar para eliminacao das subtancias
apolares nao desejaveis e finalmente metanol acidificado para extracdo dos
compostos polares de interesse.

Folhas moidas de A. chica, 50 g, preparadas conforme descrito no item
I.1.1.1., foram maceradas utilizando uma sequéncia de trés solventes, agua (500
mL), hexano (3 x 500 mL, 15 min) e metanol contendo 0,01 % de solugéo de acido
cloridrico, MeOH/HCI, (1 x 500 mL, 15 min). As extracdes foram realizadas a frio e
com agitagdo constante e a cada mudanca de solvente, o anterior era evaporado
das folhas antes de iniciar uma nova extracao. Apds a extragcdo com agua o residuo
vegetal foi seco em estufa (40 °C, 10 h), apds a extragdo com hexano o solvente foi
evaporado do residuo vegetal utilizando-se ventilacao natural dentro de uma capela.
O ultimo extrato de MeOH/HCI foi concentrado num rota-evaporador resultando num
extrato concentrado, denominado de MeOH/H+, rendimento de 1,3 %. Os extratos
aquoso e hexanico foram descartados.
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O extrato MeOH/H+ foi purificado utilizando-se extracdo em fase solida
(solid phase extraction — SPE) resultando num extrato rico em 3-desoxiantocinidinas,
denominado 3DAE, conforme descrito a seguir.

Mini-colunas Sep-Pak C18 (Waters Associates, Milford, MA) foram
utilizadas para purificagdo do extrato MeOH/H+. As mini-colunas foram previamente
ativadas passando-se metanol e em seguida solu¢do aquosa de 0,01 % de acido
cloridrico (LEE et al., 2004). O extrato MeOH/H+ foi previamente diluido em
metanol/agua na propor¢do de (1:2 v/v) e inserido nas mini-colunas onde o extrato
foi retido. Uma quantidade equivalente a trés volumes da mini-coluna em solucao de
acido cloridrico a 0,01 % foram passados pela coluna com o objetivo de eluir
acucares, acidos organicos, proteinas e outros compostos soluveis em agua. Depois
deste procedimento, as 3-desoxiantocianidinas (retidas na coluna) foram extraidas

dos demais compostos fendlicos eluindo uma solucdo de metanol/agua (2:1 v/v)
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contendo solucado de &acido cloridrico a 0,01 %. A fracdo resultante extraida foi
concentrada usando-se rota evaporador a vacuo e banho-maria a 35 °C, resultando
num extrato denominado de 3DAE.

—

. Ativacédo: MeOH, agua/H+

2. Carregar: Extr. Seco MeOH/H+
diluido em MeOH/agua (1:2 v/v)

Lavar: Agua/H+ ﬁ

Eluicdo das desoxiantocianidinas

com MeOH/agua/H+ (2:1 v/v)

il

SPE
Mini colunas C18

I

Extrato
3-Desoxiantocianidinas

\L Evaporacao

3DAE

O extrato purificado, 3DAE, foi filtrado em membrana de 0,45 pum
(Millipore Corp., Bedford, MA) com o objetivo de remover particulados antes da

injecdo na coluna de HPLC. O Extrato 3DAE foi analisado por CCD, HPLC-DAD,
ESI-MS e HPLC-MS/MS.
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I1.1.1.4. Caracterizacao do extrato rico em 3-desoxiantocianidinas, 3DAE

11.1.1.4.1. Analise utilizando cromatografia de camada delgada (CCD)

A cromatografia de camada delgada foi realizada utilizando-se placas
analiticas de silica gel (Merck, Darmstadt, Germany). Uma pequena quantidade do
extrato foi diluida em Metanol / acido cloridrico e aplicada na placa que foi eluida
utilizando-se 2 sistemas de solventes separados (um apdés o outro):
cloroférmio:acetona:acido férmico (7,5:1,6:0,8; v/v/v) e acido cloridrico:acido
férmico:agua (3:3:4; v/v/v) até que a mistura de solventes atingisse uma altura de 7
cm da placa analitica. Apds a eluigéo, as placas foram secas ao ar e reveladas com
reagente NP-PEG (difenilboriloxietilamina e polietilenoglicol) (WAGNER et al., 1986)
e reveladas por luz UV 254nm. A separacao do exirato 3DAE contendo as
substancias S-1, S-2 e S-3 pode ser observada na Tabela 1, pagina 66, onde sao

apresentados os valores médios de Rf destas substancias.

[1.1.1.4.2. Andlise utilizando-se HPLC-DAD

As andlises foram realizadas num equipamento Shimadzu Prominence
equipado com um sistema de bombeamento LC-20 AT, um detector de arranjo de
diodo Shimadzu SPD-M20A, software Shimadzu LCsolution v.1.21 e um amostrador
automatico SIL-20A com 20 uL de loop de injecdo. A coluna utilizada da Waters
(Milford, MA) X-Terra RP18 hibrida (polimero e silica) 250 x 4.6 mm d.i.,, 5 um,
acoplada a uma coluna de protegcdo com as mesmas caracteristicas, 20 x 4.6 mm
d.i., 5 um, e a temperatura ambiente. Os eluentes usados foram (A) solugéo de acido
fosférico pH 1,65 e (B) metanol grau HPLC. As 3-desoxiantocianidinas foram
separadas usando-se gradiente linear de 40 % B (0 min) a 52 % B (16 min), depois a
40 % B (18 min) e 40 % B (19 min). A vazao dos eluentes utilizada foi de 1 mL/min.
Os espectros foram registrados no intervalo de comprimento de onda de 190 a 600
nm e a determinacdo dos picos feita baseada em literatura (ZORN et al., 2001;
DEVIA et al., 2002) e dados espectrais. Resultados e discussao no item 11.1.2.1.
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11.1.1.4.3. Analise por ESI-MS e ESI-MS/MS

Um espectrobmetro de massa Q-TOF (Micromass, Manchester, UK)
acoplado a uma fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) foi usado para realizar as
andlises de ESI-MS e ESI-MS/MS. Os dados foram obtidos no modo de ion positivo.
A fonte do ESI foi condicionada a 100 °C numa temperatura de dessolvatacao de
100 °C, voltagem capilar entre 3 a 4 kV e energia do cone entre 20 a 40 eV. O
extrato 3DAE foi dissolvido em metanol e acidificado com 7 % de acido férmico e
injetado diretamente numa velocidade de 10 uL / min na fonte de ESI. Os ions M+
correspondentes aos trés cations das 3-desoxiantocianidinas (Figura 5) foram
selecionados e fragmentados usando-se ESI-MS/MS usando energia de colisdo de
15 a 35 eV. Resultados e discusséo no item 11.1.2.3.

[1.1.1.4.4. Analise utilizando-se HPLC-MS/MS

Um sistema HPLC Alliance 2695 (Waters, Milford, MA) acoplado em
tandem a um espectrdmetro de massa Q-Trap (Applied Biosystem, Canada) foi
usado para identificar as 3-desoxiantocianidinas presentes no extrato 3DAE. A
mesma coluna, fluxo e volumes de injecao usados no HPLC-DAD foram usados aqui
(Item 11.1.1.4.2.). Os eluentes usados foram (A) solucao de acido férmico pH 1,65 e
(B) metanol grau HPLC. Eluicdo isocratica de 35 % B. As analises foram conduzidas
usando ESI no modo positivo. O fluxo total do eluente do sistema de HPLC foi
direcionado para a fonte de ESI através de um splitter 20 uL. A voltagem do capilar
usada foi de 5,5 kV; gas nebulizador (N2) a 60 psi; cortina de gas (N2) a 25 psi a
energia de colisdo da célula de 15 eV. A temperatura do forno do eletrospray foi
condicionada a 200 °C e pressdo do gas de aquecimento a 75 psi. Resultados e
discussao no item 11.1.2.2.

11.1.1.5. Obtencédo da S-3, ion 6,7-dihidroxi-5,4"-dimetoxiflavilico

A substancia S-3 foi obtida utilizando procedimentos mais diretos que os
descritos previamente por Zorn et al. (2001) e Devia et al. (2002). Zorn et al. (2001)
utilizaram um fracionamento guiado por andlises biolégicas seguido por extracao

em coluna cromatogréfica utilizando duas fases estaciondrias diferentes e SPE
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para obter as substancias isoladas. Devia et al. (2002) usaram extragdo com
solventes, HSCCC (cromatografia em contra corrente de alta velocidade) e coluna
cromatografica usando combinacdo de fases estacionarias para obtengcdo das
substancias isoladas.

Descricao da obtencao de S-3 utilizando método direto

Folhas moidas de A. chica, 50 g, preparadas conforme descrito no item
I.1.1.1., foram extraidas durante 24 horas usando maceragao sequencial com
agitacao constante em agua, hexano (3 x 500 mL, 15 min) e diclorometano (1 x 500
mL, 15 min). Apéds a primeira maceragéo, a agua foi removida secando-se as folhas
em estufa (40 °C, 10 h). Apés a maceragao com hexano, apds filtradas, o solvente
foi removido numa capela. Apos a extragdo com diclorometano, a fragdo foi
concentrada em rota evaporador até ficar totalmente livre de solvente, denominado
extrato DCM. O extrato DCM foi purificado utilizando-se mini-colunas de Sep-Pak
C18. As mini-colunas foram inicialmente ativadas com metanol seguido de solucao
de acido cloridrico a 0,01 %. Antes da introdug¢do nas mini-colunas, o extrato DCM
(aprox. 1,1 g) foi diluido em metanol:agua (1:3 v/v) e inserido na mini-coluna pré
ativada onde o extrato foi retido. Trés volumes equivalentes da coluna em &cido
cloridrico a 0,01 % foram utilizados para eluir os acucares, acidos, proteinas e outros
compostos soluveis em agua. A eluicdo do extrato e separacdao de compostos
fendlicos foi entdo realizada utilizando-se metanol:dgua (2:1) contendo solugéo
aquosa de acido cloridrico a 0,01 %. O extrato eluido resultou numa fragédo rica no
ion S-3 (0,3 g) que foi identificada utilizando-se HPLC-DAD, ESI-MS e ESI-MS/MS.
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[1.1.1.6. Analise de S-3 utilizando-se HPLC-DAD, ESI-MS e ESI-MS/MS

As andlises utilizando HPLC-DAD foram realizadas nas mesmas
condicOes das analises anteriores para o extrato 3DAE (item 11.1.1.4.2.).

Para as analises por ESI-MS e ESI-MS/MS, o espectrdmetro de massa
e as condicoes de analise foram as mesmas descritas para o extrato 3DAE
mencionado no item 11.1.1.4.3. A substancia S-3 foi dissolvida em metanol e
acidificado com 7 % de acido formico e diretamente injetado na fonte de ESI num
fluxo de 10 pL / min. O ion M+ correspondente a S-3 foi selecionado e
fragmentado usando-se ESI-MS/MS e energia de colisdo de 15 a 35 eV.

Resultados e discussao no item 11.1.2.4.

I.1.2. Resultados e Discussao

I1.1.2.1. Caracterizagao do extrato 3DAE utilizando HPLC-DAD

A andlise da fracao 3DAE por HPLC-DAD resultou num cromatograma de
praticamente trés picos atribuidos como S-1, S-2 e S-3 com area total variando entre
95 e 98 %. A atribuicdo aos picos foi baseada em dados da andlise de HPLC-DAD, e
confirmada com as analises de ESI-MS/MS e HPLC-MS/MS (Figura 8). As técnicas
empregadas permitem-nos dizer que todos os trés picos no cromatograma da HPLC
foram considerados puros ja que para cada pico os espectros de UV e MS em trés
diferentes posi¢cdes (na subida, na altura maxima e na descida do pico)
apresentaram os mesmos perfis, indicando ser a mesma substancia. Importante
ressaltar a importancia da etapa de SPE para purificagéo do extrato ja que o extrato
metandlico antes desta etapa apresentou um cromatograma de HPLC com picos das
mesmas 3-desoxiantocianidinas, mas com co-eluicdo de impurezas. A metodologia
de HPLC para caracterizagdo de extratos é limitada, podendo apresentar variagéo
nos tempos de retengéo e resolucdo de picos dependendo do instrumento utilizado,
da coluna, do sistema de solventes assim como de outras condi¢des. Para tanto, foi
também utilizada a técnica de HPLC-MS/MS para confirmar os valores e os dados
das substancias.

De acordo com Zorn et al. (2001), uma quarta 3-desoxiantocianidina foi
encontrada nas folhas da A. chica (S-4, m/z 3015, Figura 5). No entanto, para a
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variedade da planta em estudo conhecida como variedade | a S-4 nao foi

encontrada.

[1.1.2.2. Caracterizacao do extrato 3DAE utilizando HPLC-MS/MS

Nos cromatogramas de HPLC-MS/MS das amostras de 3DAE, apenas
trés picos foram predominantes e apresentaram tempos de retencao de 6,35; 7,72 e
10,98 min, que correspondem a S-1, S-2 e S-3 respectivamente (Figura 8), como
demonstrados pelos picos com sinal de m/z 301, 285 e 299, respectivamente. As
analises mostraram que o procedimento de extracdo foi efetivo na obtencado do

extrato concentrado nas 3-desoxiantocianidinas (3DAE) encontradas nas folhas da

A. chica.
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Figura 8. HPLC-MS/MS do extrato rico em 3-desoxiantocianidinas (3DAE) obtido
das folhas da A. chica. (S-1) m/z301->286, (S-2) m/z285->270 e (S-3) m/z299->284.

[1.1.2.3. Caracterizacéo e perfis das 3-desoxiantocianidinas utilizando ESI-
MS e ESI-MS/MS

ESI-MS € uma técnica versatil para deteccdo de espécies catibnicas tais
como as 3-desoxiantocianidinas carregadas positivamente em pH baixo e diluidas
em alcoois de baixo peso molecular, tal como metanol (BROUILLARD, 1982; TERCI
e ROSSI, 2002). A Figura 9 mostra o espectro de ESI-MS do extrato rico em

desoxiantocianidinas, 3DAE, no qual todos os compostos S-1, S-2 e S-3 séo
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detectados nas suas formas catibnicas intactas e confirmados por medidas de m/z
de alta precisdo: (S-1) 6,7,3",4-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio, m/z 301,0697 [M]"
(calculado para CieH1306¢" 301,0712, E = 5 ppm), (S-2) 6,7,4-trihidroxi-5-
metoxiflavilio m/z 285,0799 [M]* (calculado para C1gH1305" 285,0763, E = 13 ppm) e
(8-3) 6,7-dihidroxi-5,4 "-dimetoxiflavilio m/z 299,0876 [M]" (calculado para Ci7H505"
299,0919, E = 14 ppm). A qualidade e sensibilidade das analises ESI ndo resultaram
em dissociacao dos ions.

100 OMe
+ O /

301.0

3Q0.

7.1
282.3 584 3 287.1 2883 H 3021 316.3 . 31

Figura 9. ESI-MS do extrato rico em 3-desoxiantocianidinas (3DAE) obtido das
folhas da A. chica. S-1 de m/z 301,0, S-2 de m/z 285,1 e S-3 de m/z 299,1.

Os experimentos de ESI(+)-MS/MS via CID (collision induced desorption)
revelaram um padrdo de fragmentagdo caracteristico para os ions de
desoxiantocianidinas, que apresentam como caracteristica principal baixa
dissociacdo e modelo de fragmentacdo semelhante. Os cations do extrato 3DAE
intactos foram primeiramente isolados e entdo fragmentados, a Figura 10 mostra o
padrdao de fragmentacdo comum na qual o primeiro processo € a perda de um

radical metila ([M-CH3]™") da metoxila sob energia de colisdo alta, seguida da perda
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de um grupo CO para o caso dos ions 285, S-2 e 301, S-1, ou de uma segunda

metila para o caso do ion 299, S-3.
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Figura 10. ESI(+)-MS/MS de S-1, m/z301.1, S-2, m/z285.1 e S-3, m/z299.1.

Este tipo de fragmentacdo ja havia sido observado em O-metil 3-

desoxiantocianidinas e em O-metil antocianidinas por Melo et al.(2002) (Figura 11).
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Figura 11. Proposta de fragmentagao para S-1, S-2 e S-3.

Utilizando-se apenas uma sequéncia de extragbes seguido de SPE
obteve-se um extrato rico em 3-desoxiantocianidinas denominado de 3DAE. As
pesquisas indicam que HPLC-DAD, ESI-MS, ESI-MS/MS e HPLC-MS/MS sao
ferramentas poderosas para identificar e caracterizar 3-desoxiantocianidinas
requerendo simples preparacao de amostras (Tabela 1). HPLC-MS/MS se mostrou
bastante apropriada para ser usada no controle de qualidade de extratos contendo
3-desoxintocianidinas usados em cosméticos ou outros produtos, ja que um

protocolo de MRM (multiple reaction monitoring) usando a transicdo M*>[M-CHs;]"™" ja

levaria a um controle de qualidade confiavel.
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Tabela 1. Dados cromatograficos e espectrais de S-1, S-2 e S-3.

a b HPLC- .
CCD (Rf) HPLC"-DAD MS/MS UV-Vis ESI-MS
CHCl;:  HCI: . .

Composto acetona HCOH: tR(n(]:]nn)q/))‘ ma&X tg (min) l\2e1OIf|) 2—)|\CI/ ) M]" (m/2) Fragnn;/ezntos

HCO,H H,O max
S-1 0,25 0,44 14,61 /485 10,98 - 301,0697 286,1; 258,0
S-2 0,35 0,61 9,96 /483 7,70 485 285,0799 270,0; 242,1
284,1; 269,1;
S-3 0,7 0,71 7,86 / 467 6,35 473 299,0876 256.1: 241 1

® Fase estacionaria: silica gel;
® Fase estacionaria: C18; Fase mével: metanol e agua acidificada com HsPQOy, pH 1,65.

I1.1.2.4. Caracterizag&o da S-3 por HPLC-DAD, ESI-MS e ESI-MS/MS

HPLC/DAD

A extracdo utilizando dgua com o objetivo de se extrair agucares foi
otimizada ja& que se observou uma influéncia direta na pureza de S-3. Extragéo de
duracao de 1 hora sob agitagdo resultou em cromatogramas com % de area do pico
S-3 que variou entre 68 a 74%, para 24 horas de extracado com agua sob agitacao,
obteve-se % de area do pico S-3 em torno de 88%, enquanto que para uma
maceracao por um periodo de 15 dias no escuro, obteve-se uma % de area para o
pico S-3 em torno de 93%. Apds purificagdo, a area do pico S-3 se tornou mais
importante chegando a cerca de 98,8% com Anaxvis 467 nm. Para comprovagao da
pureza do composto, outros comprimentos de onda foram avaliados e o pico com o

mesmo tempo de retengéo por encontrado.

ESI-MS e ESI-MS/MS

No espectro de ESI-MS a substancia S-3 foi detectada na sua forma
catibnica e confirmado por medidas de m/z de alta precisdo, 6,7-dihidroxi-5,4"-
dimetoxiflavilio m/z299,0876 [M]" calculado para C;;Hs05" 299,0839, E = 14 ppm).

Os experimentos de ESI(+)-MS/MS via CID revelaram um padrdo de
fragmentacdo caracteristico para o ion da S-3, m/z 299. O cation da S-3 foi
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primeiramente isolado e entdo fragmentado, a rota de fragmentagdo comum na qual

0 primeiro processo é a perda de um radical metila ([M—CH3]+°) da metoxila

sob energia de colisédo alta, seguida de uma segunda metila (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de massas ESI(+)-MS/MS da S-3 (m/z 299).

Utilizando-se apenas uma sequéncia de extragdes seguida de SPE
obteve-se um extrato rico em 3-desoxiantocianidinas denominado de 3DAE. As
técnicas de HPLC-DAD, ESI-MS, ESI-MS/MS e HPLC-MS/MS se mostraram
eficazes para identificar e caracterizar as 3-desoxiantocianidinas requerendo
simples preparacao de amostras. HPLC-MS/MS se mostrou bastante apropriada
para ser usada no controle de qualidade de exiratos contendo 3-
desoxintocianidinas usados em cosméticos ou outros produtos, ja que um protocolo
de MRM (multiple reaction monitoring) usando a transicdo M*>[M-CHaz]™" ja levaria

a um controle de qualidade confiavel.
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Il.2. Caracterizacao de extratos e folhas de 3 variedades de A. chica utilizando
técnicas de espectrometria de massas e fluorescéncia de raios-X

Foram utilizadas nas analises folhas de trés variedades da A. chica
colhidas nas estacoes de chuva e seca em trés diferentes periodos no decorrer do
dia. O estudo destas amostras teve como objetivo investigar a variacdo da
composicdo das folhas destas trés variedades e assim avaliar se as 3-
desoxiantocianidinas, compostos S-1, S-2, S-3 e S-4 encontradas somente nas
folhas da A. chica podem ser usadas para diferenciar as variedades estudadas
(GARCIA-PLAZAOLA et al., 1999).

I1.2.1. Caracterizacao por ESI-MS - “Fingerprinting”
I1.2.1.1. Material e Métodos
11.2.1.1.1 Planta e preparacdo de amostras

Trés variedades de A. chica foram utilizadas neste estudo, conhecidas
pela populagdo da Amazédnia como Variedade | (ACl), Il (AC2) e 11l (AC3) (Figura 13).
As variedades sdo continuamente cultivadas na Embrapa Amazénia Ocidental
localizada na cidade de Manaus, AM, regido central da Amazdnia. Exsicatas foram
depositadas por Dr. Francisco Célio Maia Chaves no Herbario do Instituto Federal do
Amazonas — Campus Manaus Zona Leste (IFAM-CMZL), na cidade de Manaus, AM.
As exsicatas receberam as codificacbes: EAFM2900 (variedade 1), EAFM2901
(variedade Il) e EAFM2902 (variedade Ill). As espécimes foram identificadas pelo
Prof. Dr. Valdely Ferreira Kinupp como Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot.

As folhas foram secas na sombra e depois em estufa a 40 °C por 8 horas.
Para preparacédo de extratos, as folhas foram moidas num moedor de plantas até a
aparéncia de um pd fino e depois peneiradas, a fracdo entre 150 e 210 um foi
utilizada para os experimentos.

As folhas da A. chica das trés variedades (AC1, AC2 e AC3) foram
coletadas durante as estac6es de chuva (R) e seca (D), as duas principais estacdes
da regido da Amazénia correspondentes aos periodos de Dezembro-Maio e Junho-
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Novembro respectivamente. Elas também foram coletadas em trés periodos distintos
do dia: manha (M), meio dia (L) e fim de tarde (A) (Tabela 2).

Francisco Célio M. Chaves

Figura 13. Folhas frescas da A.chica, variedades | (AC1), Il (AC2) e lll

(AC3).

Tabela 2. Amostras das folhas analisadas em fungéo da estagéao e periodo de
coleta.

Variedade Estacao da Peridodo da

A. chica coleta coleta Codificagao
Manh3 AC1-R-M
Chuvosa Meio dia AC1-R-L
| Fim da tarde AC1-R-A
Manha AC1-D-M
Seca Meio dia AC1-D-L
Fim da tarde AC1-D-A
Manh& AC2-R-M
Chuvosa Meio dia AC2-R-L
I Fim da tarde AC2-R-A
Manh3 AC2-D-M
Seca Meio dia AC2-D-L
Fim da tarde AC2-D-A
Manh& AC3-R-M
Chuvosa Meio dia AC3-R-L
M Fim da tarde AC3-R-A
Manh& AC3-D-M
Seca Meio dia AC3-D-L

Fim da tarde AC3-D-A
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[1.2.1.1.2. Solventes utilizados

Foram utilizados os seguintes solventes nas extracdes: metanol HPLC
(Tedia, Fairfield, OH, USA), acido férmico HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha).

11.2.1.1.3. Obtencao dos extratos para caracterizagao por fingerprinting

Uma amostra de folhas trituradas de 100 mg foi extraida com 1 mL de
solucdo de metanol / agua acidificada com 7 % de acido formico (1:1) dentro de
microtubos de polipropileno tipo Eppendorf®. Cada tubo de amostra foi agitado num
misturador Vortex por 1 min e centrifugado por mais 1 min. Uma aliquota de 5 pL do
sobrenadante foi retirada de cada microtubo e diluida em 0,5 mL de solugdo Metanol
/ &gua acidificada com &cido férmico (mesma utilizada anteriormente). Cada amostra
diluida foi analisada por infusdo direta no espectrdbmetro de massas. A extracao e
sequéncia de analise acima foram repetidas em ftriplicata para as 18 amostras da
Tabela 2. Todas as amostras foram analisadas em triplicata, o primeiro conjunto

analisado recebeu o cddigo “a” no final da modificacdo, o segundo “b” e o terceiro “c
como AC1-R-Ma, AC1-R-Mb e AC1-R-Mc.

Folhas de Extrato Espectro de
A.chica Ij‘> MeOH/agua H+ Ij‘> massas

Um espectrometro de massas Q-TOF (Micromass, Manchester, UK) com
interface de eletrospray, rodando no modo ion positivo foi usado para realizar as
analises de ESI-MS e ESI-MS/MS. A unidade de ions operou numa temperatura de
desolvatagao de 80 °C, voltagem de capilar de 2,1 kV e voltagem de cone de 40 eV.
As amostras foram inseridas diretamente na fonte de fons numa taxa de 200 nLmin™
usando um injetor (Triversa NanoMate, Advion BioSciences, Norfolk, UK). Os
espectros foram adquiridos no intervalo de 150 a 1000 m/z e acumulados por 60 s.
Os espectros ESI-MS/MS foram obtidos para os ions de 3-desoxiantocianidinas
usando energia de colisdo variando de 15 a 35 eV. A pressao do gas de colisdo (Ar)
foi otimizada para produzir fragmentacao dos ions sob investigacao.
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Os dados de ESI-MS foram analisados usando o método de PLS-DA
(PLS-Toolbox 4.02, Eigenvector Technologies, Manson, WA, USA). Os ions com
intensidade abaixo de 20 % relativos ao ion abundante foram desprezados durante o
tratamento de dados. Todos os calculos e graficos foram gerados usando a
plataforma do MatLab 6.5 (MathWorks, Natick, MA, USA).

11.2.1.2. Resultados e discussao da caracterizacao por fingerprinting

As substancias S-1, S-2, S-3 e S-4 referentes aos sinais m/z 285, 299,
301 e 315 das folhas da A. chica foram observados nos espectros ESI no modo
positivo das variedades |, Il e Il, exemplos representativos estdo na Figura 14. A
Tabela 3 mostra a variagdo dos sinais para todas as amostras da Tabela 2
analisadas.

Analisando os espectros de massas de cada uma das variedades da A.
chica isoladamente, pouca diferenca foi percebida entre eles quando as folhas foram
coletadas em épocas diferentes ou em horarios diferentes do dia. Embora todas as
variedades mostraram conter os ions moleculares m/z 285, 299 e 301, estes ions
apresentaram baixa intensidade em alguns espectros. Por exemplo, os espectros de
massa dos extratos das folhas da variedade | exibem o ion m/z 299 como ion base
em 50 % dos doze espectros desta variedade e o ion m/z 463 como o ion base no
restante dos demais espectros desta mesma variedade, Tabela 4. Os espectros da
variedade Il sempre exibiram como ion base o ion m/z 299, Tabela 5 e finalmente os
espectros da variedade Il exibiram trés tipos de ions base, m/z 301 (em 58 % dos
espectros), 160 (em 34 % dos espectros) e 287 (em 8 % dos espectros), Tabela 6.
Considerando que os ions com menos de 20 % de intensidade em relagc&o ao ion de
maior abundéancia foram desprezados, os espectros de massa das trés variedades
diferem nas intensidades relativas dos trés ions moleculares referentes as S-1, S-2 e
S-3. O ion molecular correspondente ao m/z 315 (correspondente a S-4) foi
encontrado nos espectros dos extratos das folhas da variedade lll, independente da
época do ano ou do periodo do dia em que as folhas desta variedade foram
coletadas. O ion m/z 315 foi também identificado em alguns dos espectros das

variedades | e I, no entanto, apresentando intensidade bastante baixa.
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Figura 14. Espectros de massa representativos de ESI(+) das variedades |, Il e

[ll da A. chica.
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Tabela 3. Sinais de intensidade de espectros de massas para os extratos das
folhas de A. chica coletadas em diferentes horarios do dia e diferentes épocas do ano.

Intensidade Relativa do Sinal do Espectro de Massa

Variedade | Variedade Il Variedade lll
m/z Range Média SD Range Meédia SD Range Meédia SD
158.1 0.0-12.8 4.6 5.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

160.1 0.0-13.2 93 4.6 0.0-126 89 3.3 10.3-18.7 13.7 22
164.1 0.0 0.0 0.0 0.0-64 15 27 8.1-16.6 112 22
203.1 0.0-6.0 05 1.7 0.0-73 25 25 0.0-6.7 28 2.6
2431 0.0-36 03 1.0 0.0-50 11 1.7 0.0-49 0.9 1.6
2711 0.0-56 15 22 0.0-45 14 16 0.0-41 0.8 1.6
285.1 0.0-243 111 9.0 12.6-20.2 15.6 2.3 0.0-86 5.8 2.1

287.1 0.0-152 9.0 6.7 0.0 0.0 0.0 0.0-20.5 6.0 6.0
299.1 48-386 17.7 120 31.4-40.5 352 26 0.0-11.0 3.2 4.2
301.1 0.0-144 6.6 6.9 0.0 0.0 0.0 0.0-21.7 15.0 6.1
303.1 0.0-31 08 1.2 0.0-28 19 0.9 0.0-11.1 2.9 45
315.1 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0-7.7 5.0 2.0
3171 0.0-27 08 1.2 0.0-22 1.1 09 0.0-36 0.6 1.4
3572 16-93 57 28 0.0-38 25 1.2 0.0 0.0 0.0
3573 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0-44 27 1.4

365.1 0.0 0.0 0.0 0.0-1.0 02 04 0.0-20 11 0.8
4471 0.0-19 06 0.8 0.0-15 1.0 0.5 0.0-0.9 01 0.3
463.1 2.0-18.8 10.7 6.3 1.0-125 79 34 1.1-92 6.7 2.8
4772 1.0-109 6.1 3.8 0.7-74 43 19 0.0-2.8 2.0 0.8

479.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0-99 6.6 3.3
5332 0.0-30 1.0 1.4 0.0-15 09 05 0.0-1.4 0.9 0.4
5852 0.0-1.8 0.6 0.7 1-55 27 14 0.0-0.5 0.1 0.2
5933 1.6-31 22 05 0.9-56 26 1.2 0.0-36 1.5 1.4
5934 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0-34 11 1.4

599.2 0.0-1.0 02 04 0836 21 1.0 0.0-0.8 0.2 0.3

Nota 1: Média e SD = Média e desvio padrao das intensidades dos sinais dos espectros
de massa, respectivamente.

Nota 2: Dados de intensidade relativa sdo representativos de cada variedade de A. chica
independente da época do ano e da hora do dia que as folhas foram coletadas.

Nota 3: Os dados da tabela foram gerados a partir das Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6
excluindo os ions com intensidade inferior a 20 % da intensidade do pico base. As intensidades dos
demais picos foram normalizados e os ions de intensidade relativa menor que 1 % foram também
eliminados, com excegao dos ions correspondentes as substancias ja isoladas da A. chica (m/z: 285,
299, 301 e 315, em negrito).

As analises dos espectros de massa das trés variedades da A. chica
revelaram que 101 sinais de ions permaneceram apds a eliminagdo dos picos 20 %
menos intensos (Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6). Posteriormente, para efeito de
ilustragdo foram eliminados os sinais com intensidade inferior a 1 % (Tabela 3).
Através da observacao destes picos mais intensos, tem-se que a variedade | ainda
apresenta, mesmo apds a eliminagdo de picos menos intensos, os ions de 3-
desoxiantocianidinas m/z 285, 299, 301; a variedade Il apresenta os ions m/z 285 e
299 e a variedade lll os ions m/z 285, 299, 301 e 315.
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Apoés a eliminagao inicial dos sinais 20 % menos intensos, os 101 sinais
remanescentes e suas intensidades relativas foram submetidos a andlise de PLS-
DA. O modelo PLS-DA foi utilizado com o objetivo de avaliar se os dados de
espectro de massas poderiam diferenciar as trés variedades de A. chica, separando
os dados em 3 classes distintas. O numero de varidveis latentes usadas no modelo
foi escolhido utilizando-se validag&o cruzada ou cross validation - leave one out, que
consiste em separar uma amostra de cada vez para construgdo do modelo com as
restantes das amostras e estima-se o erro da previsao. Este processo € repetido
para todas as amostras, incluindo-se as andlises dos espectros de massas
realizadas em triplicata. No inicio consideraram-se todas as amostras, no entanto,
nenhum modelo parecia gerar alguma separacao até que encontrou-se que um dos
conjuntos das analises em triplicatas divergiam dos restantes dos resultados, entao
foram eliminados um conjunto de analises para finalizar o modelo. Assim tomaram-
se 0s sinais das amostras de 1-12 correspondentes a variedade |, os sinais das
amostras de 13 a 24 para a variedade Il e os sinais das amostras de 25 a 36 para a
variedade Ill. Vinte e sete amostras foram selecionadas para calibracao e trés
amostras de cada variedade foram utilizadas para validacao, sao elas: amostras 3, 6
e 7 da variedade I; 13, 20 e 22 da variedade Il e 26, 29 e 33 da variedade Ill. O
algoritmo foi aplicado utilizando-se seis variaveis latentes e o conjunto de dados foi
centrado na média. Trés gréaficos foram gerados (Figura 15), um para cada classe de
dados, correspondentes as variedades de A. chica. Nos graficos as amostras que
cairam acima da linha tracejada (Discrim Y) significa que pertenciam a uma dada
classe, enquanto que as amostras que cairam abaixo da linha pontilhada significa
que ndo pertenciam aquela dada classe. Todas as amostras utilizadas na calibragao
dos dados e na validacdo dos mesmos foram corretamente classificadas em
variedades |, Il e lll, como pode ser visto na Figura 15. Na Figura 15A, as amostras
da variedade | se concentraram nos valores de Y préximas a 1 enquanto que as
amostras da variedade Il e lll se concentraram na linha de Y préximo a 0. Mesma
coisa para as Figura 15B e 15C.
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Tabela 4. Dados de 101 ions m/z e intensidade relativa de sinais provenientes

de MS da variedade |. Os sinais menores que 20 % em relacao ao pico base foram
excluidos. Os dados foram utilizados na andlise de PLS-DA que originou a Figura 15.
Gréficos gerados utilizando-se o modelo de PLS-DA com os dados obtidos a partir de
ESI(+)-MS de extratos de 3 variedades de A. chica. A, B e C séao os graficos para amostras
das variedades I, Il e lll respectivamente

m/z

158,1
160,1
203,1
243,1
261,1
271,1
285,1
287,1
299,1
301,1
303,1
317,1
333,1
357,2
381,1
427,1
4272
4423
4471
4554
463,1
473.4
477,2
485,8
501,1
517,2
519,1
519,2
531,2
533,1
533,2
547,2
549,2
563,2
565,1
565,2
571,2
577,2
579,2
583,2
585,2
593,3
599,2
599,3
603,2
607,2
609,3
617,2
617,3
637,2
643,3
645,3
657,3

Maior Intensidade

ion

0,0
10,3
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
14,2
48
14,4
0,0
0,0
0,0
8,0
0,0
1,8
0,0
0,0
1,9
0,0
16,6
0,0
10,9
0,0
1,0
1,2
0,0
0,0
1,0
3,0
0,0
25
0,0
1,3
0,0
0,0
0,0
1,1
2,7
0,0
0,0
2,1
0,0
0,0
0,0
0,7
0,0
0,0
0,0
0,6
0,0
0,0
0,0
100,0

16,6
463

0,0
11,4
0,0
0,0
0,0
0,0
9,8
14,4
17,5
0,0
3,1
0,0
0,0
7,2
0,0
0,0
0,0
0,0
1,8
0,0
14,4
0,0
7,8
0,0
1,0
1,2
2,0
0,0
0,0
2,2
0,0
0,0
0,8
0,8
0,0
0,0
0,0
0,0
0,9
0,0
0,9
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,5
0,6
0,0
100,0

17,5
299

0,0
11,0
0,0
0,0
0,0
0,0
4,8
12,6
9,9
13,6
0,0
0,0
0,0
7.6
0,0
0,0
0,0
1,2
1,5
0,0
15,6
0,0
8,6
0,0
1,0
1.1
2,2
0,0
0,0
25
0,0
0,8
0,9
1,0
1.1
0,0
0,0
0,0
1,2
0,0
0,0
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

15,6
463

8,2
9,8
0,0
0,0
0,0
41
24,3
0,0
32,0
0,0
0,0
2,5
0,0
2,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,9
3,1
0,9
1,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1.4
0,0
0,0
0,0
1,8
2,8
1,0
0,0
0,0
0,0
0,8
0,0
0,7
0,0
0,5
0,0
0,4
100,0

32,0
299

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
3,7
15,2
6,7
13,8
0,0
0,0
0,0
8,0
0,0
14
0,0
2,6
0,0
0,0
18,8
0,0
10,4
0,0
1,2
1,4
24
0,0
0,0
33
0,0
1,5
0,0
1,3
15
0,0
0,0
0,7
2,0
0,0
0,0
3,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,9
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

18,8
463

12,8
0,0
0,0
0,0
0,0
4,1

23,3
0,0

38,6
0,0
2,2
27
0,0
2,1
1,3
1,2
0,0
0,0
0,0
0,0
25
0,0
1,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,9
0,0
0,0
0,6

1,1

1,6
0,7
0,0
1,2
0,0
05
08
0,0
0,0
0,0
0,0
0,4
100,0

38,6
299

0,0
12,4
0,0
0,0
0,0
0,0
3,2
13,3
55
13,5
0,0
0,0
0,0
9,3
1,5
1,5
0,0
0,0

0,0
14,8
0,0
9,4
0,0
0,9

0,0

1,5
0,0
0,0
2,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

14,8
463

0,0
13,2
0,0
0,0
0,0
0,0
10,7
13,7
18,4
0,0
25
0,0
0,0
7,2
0,0
0,0
0,0
0,0
1,3
0,0
11,8
0,0
7.1
0,0
0,9
1,0
0,0
2,1
0,0
0,0
2,7
1,0
0,0
0,8
0,0
0,0
0,8
0,0
0,7
0,0
1,0
24
0,0
0,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0

18,4
299

7,3
12,8
0,0
0,0
0,0
0,0
4.9
11,6
9,8
11,7
0,0
0,0
0,0
6.7
1,2
0,0
0,0
1,2
0,0
0,0
13,1
0,0
7,3
0,0
0,8
1,2
0,0
1,7
0,8
0,0
28
15
0,0
0,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,8
0,0
0,0
2,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

13,1
463

6,9
9,1
6,0
3,6
2,6
5,6
218
0,0
27,9
0,0
0,0
2,5
1,5
1,9
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
28
0,0
1,1
1,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,0
0,0
0,0
0,0
1,3
2,0
0,0
0,7
0,0
0,0
0,5
0,0
0,4
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

27,9
299

8,5
9,3
0,0
0,0
0,0
0,0
6,0
12,4
9,2
1,7
0,0
0,0
0,0
59
1,5
0,0
0,0
2,2
0,0
0,0
13,0
0,0
6,6
0,0
0,8
1,4
1,8
0,0
0,9
0,0
3,0
1,6
0,0
0,8
0,0
0,0
0,0
0,0
0,9
0,0
0,0
2,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

13,0
463

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
|AC1_R_Ma|AC1_R_La| AC1_R_Aa|AC1_D_Ma|AC1_D_La| AC1_D_Aa|AC1_R_Mb|AC1_R_Lb|AC1_R Ab|AC1_D_Mb|AC1_D_Lb|AC1_D_Ab

12,0
12,5
0,0
0,0
0,0
3,7
21,2
0,0
32,5
0,0
2,0
24
0,0
1,6
1,5
0,0
0,9
0,0
0,0
0,0
2,0
0,0
1,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,7
0,0
0,0
05
0,9
1,9
0,6
0,0
0,9
0,0
05
0,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

32,5
299

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
4,8
0,0
0,0
0,0
0,0
1,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,0
0,0
1,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,6
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
100,0

12,8
13,2
6,0
3,6
2,6
5,6
24,3
15,2
38,6
14,4
3,1
2,7
1,5
9,3
1,5
1,8
0,9
26
1,9
0,9
18,8
0,9
10,9
1,0
1,2
1,4
24
25
1,0
33
3,0
2,5
0,9
1,3
1,5
1,3
1,4
1,1
27
0,6
1,8
3,1
1,0
0,7
1,2
0,7
0,9
08
0,7
0,6
0,5
0,6
0,4
100,0

Range(min/max) |Média| SD |

46 5,1
93 46
05 17
03 1,0
02 08
15 22
111 90
90 67
17,7 12,0
66 69
08 12
08 1,2
01 04
57 28
06 07
05 07
01 03
06 1,0
06 08
01 03
10,7 6,3
01 03
61 38
01 03
06 05
08 06
07 1,0
05 1,0
02 04
09 14
1,0 14
08 08
01 03
07 05
02 05
01 04
04 05
02 04
09 09
01 02
06 07
22 05
02 04
01 03
02 04
01 02
03 03
01 03
01 02
00 02
01 02
01 02
01 02

100,0 0,0
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Tabela 5. Dados de 101 ions m/z e intensidade relativa de sinais provenientes
de MS da variedade Il. Os sinais menores que 20 % em relagdo ao pico base foram
excluidos. Os dados foram utilizados na andlise de PLS-DA que originou a Figura 15B.

m/z 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 o
|AC2_R Ma|AC2_R La|AC2_R Aa|AC2_D_Ma|AC2_D_La|AC2_D_Aa|AC2_R Mb|AC2_R Lb|AC2_R_Ab|AC2_D Mb|AC2_D Lb|AC2_D Ab| |Range(min/max)Média|SD |
160,1 8,2 8,1 8,6 7,9 0,0 10,3 10,7 12,1 10,9 6,8 10,9 12,6 0,0 12,6 89 33
164,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 5,4 0,0 0,0 0,0 0,0 6,4 6,3 0,0 6,4 1,6 27
203,1 0,0 0,0 3,8 0,0 7,3 41 0,0 4,5 3,4 4,2 0,0 2,9 0,0 7,3 25 25
229,1 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,2 04 1,2
243,1 0,0 2,8 0,0 0,0 5,0 2,5 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 0,0 5,0 11 1,7
261,1 0,0 3,0 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 04 1,0
2711 0,0 2,3 2,5 0,0 4,5 3,0 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0 1,9 0,0 4,5 1,4 1,6
2771 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
280,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 17 0,0 1,7 0,1 05
285,1 14,7 12,6 18,2 16,4 13,0 16,0 16,7 13,1 20,2 16,4 13,7 16,6 12,6 202 156 2,3
299,1 35,3 40,5 36,2 33,2 31,4 35,1 34,0 37,5 36,5 32,7 32,6 37,8 31,4 405 352 26
303,1 0,0 1,8 2,5 1,9 2,8 2,0 2,7 2,3 2,4 2,3 2,2 0,0 0,0 2,8 1,9 09
317,1 1,7 1,8 1,6 0,0 0,0 2,0 0,0 1,8 1,5 0,0 0,0 2,2 0,0 2,2 1,1 09
321,1 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,1 05
322,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0 3,1 05 1,1
333,1 0,0 0,0 1,3 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,9 0,3 0,6
340,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 1,5 0,2 0,6
357,2 3,8 2,7 3,2 2,7 2,4 0,0 3,0 2,8 3,2 2,6 3,2 0,0 0,0 3,8 25 1.2
365,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 02 04
373,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0 0,0 1.1 0,1 03
381,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0 1,5 02 0,6
4423 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 02 04
4471 1,5 1,2 1,5 1,4 1,2 0,0 1,3 1,0 1,3 1,1 1,0 0,0 0,0 1,5 1,0 05
461,2 0,9 0,0 0,7 1,1 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,9 0,8 0,0 0,0 11 04 05
463,1 12,5 8,3 9,0 9,5 9,3 1,7 10,4 7,7 8,4 7,6 9,9 1,0 1,0 12,5 79 3,4
477,2 7.4 4,7 4,3 5,0 4,7 0,9 6,2 4,7 4,2 4,2 5,2 0,7 0,7 7,4 43 1,9
485,1 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,1 0,2
485,9 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 0,2 05
495,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,1 0,3
501,1 0,9 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,7 0,0 0,6 0,0 0,7 0,0 0,0 0,9 0,3 04
517,2 1,0 0,8 0,6 0,0 0,0 0,0 0,7 0,8 0,6 0,0 0,8 0,0 0,0 1,0 04 04
519,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0 0,9 0,1 03
531,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,1 03
533,2 1,4 11 0,6 0,9 1,0 0,0 1,4 1,5 0,9 0,8 1,4 0,0 0,0 1,5 09 05
547,2 0,0 0,0 0,0 0,7 0,7 0,0 1,1 1,2 0,5 0,0 0,5 0,0 0,0 1,2 04 05
571,2 0,9 0,6 0,5 1,9 1,0 0,9 1,0 0,6 0,5 1,9 1,2 0,8 0,5 1,9 1,0 05
579,2 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,1 0,2
583,2 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,5 0,5 0,5 0,0 0,4 0,0 0,5 0,2 0,2
585,2 2,6 1,4 1,0 5,5 2,4 3,1 2,6 1,8 1,2 5,1 3,0 2,9 1,0 55 2,7 1,4
593,3 2,2 2,5 0,9 5,6 3,3 2,3 2,7 2,9 1,8 2,6 3,3 1,6 0,9 5,6 26 1,2
599,2 1,9 1,2 0,8 3,6 1,6 3,3 1,8 1,5 0,9 3,4 2,0 3,1 0,8 3,6 21 1,0
609,3 0,7 0,7 0,0 0,8 0,0 0,0 0,7 0,9 0,4 0,5 0,5 0,3 0,0 0,9 05 03
709,2 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,1
869,3 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0.1

Maior Intensidade 35,3 40,5 36,2 33,2 31,4 35,1 34,0 37,5 36,5 32,7 32,6 37,8
ion 299 299 299 299 299 299 299 299 299 299 299 299
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Tabela 6. Dados de 101 ions m/z e intensidade relativa de sinais provenientes
de MS da variedade lll. Os sinais menores que 20 % em relacdo ao pico base foram
excluidos. Os dados foram utilizados na analise de PLS-DA que originou a Figura 15C.

m/z 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 ) o
|ac3_r ma|acs R La|ac3 R Aa|acs D Ma|acs D La|Ac3 D Aalacs R Mb|aca R Lb|Ac3 R Ab|ac3 D Mb|acs D Lb|acs D Ab| |Range(minmax)|Média| SD |

160,1 103 142 125 12,1 144 150 120 161 134 127 134 187 103 187 137 22
164,1 9,4 11,1 10,4 8,1 107 132 1,1 130 115 93 102 166 81 166 112 22
203,1 6,7 4,7 0,0 4,5 0,0 0,0 4,8 4,3 0,0 41 4,6 0,0 0,0 6,7 28 26
231,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,2 03 09
243,1 4,9 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 4,9 09 16
261,1 3,1 0,0 0,0 2,3 0,0 0,0 2,7 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0 0,0 3,1 09 14
271,1 4.1 0,0 0,0 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 0,0 0,0 4,1 08 16
279,3 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 1,9 03 07
285,1 58 6,0 0,0 7,3 6,7 6,0 8,6 5,9 4,0 7,2 6,2 6,0 0,0 8,6 58 21
287,1 0,0 0,0 5.2 9,6 0,0 0,0 20,5 9,0 55 10,6 58 53 0,0 20,5 6,0 6,0
299,1 8,5 11,0 0,0 8,0 52 5,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,0 32 4.2
301,1 148 148 8,9 212 193 181 0,0 160 104 217 166 178 00 21,7 150 6,1
303,1 0,0 0,0 11,1 0,0 0,0 1,9 8,3 0,0 10,8 0,0 2,2 0,0 0,0 11,1 29 45
315,1 4,3 4,8 0,0 7,5 54 6,0 4,3 5,0 3,4 7,7 4,9 6,4 0,0 7,7 50 20
317,1 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 06 14
321,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 1,3 0,1 0,4
331,1 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 1,7 03 06
333,1 2,0 0,0 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 03 07
341,4 0,0 0,0 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,5 03 1,0
351,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 1,2 0,1 0,3
357,3 3,0 2,6 4,4 0,0 3,3 2,9 3,4 2,6 4,4 0,0 3,0 2,8 0,0 4,4 27 14
365,1 0,0 1,6 0,0 0,0 1,5 1,4 1,5 1,9 2,0 0,0 1,9 1,5 00 20 11 08
369,4 0,0 0,0 5,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 53 04 15
381,1 0,0 1,4 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 1,5 1,4 0,0 1,8 1,5 0,0 1,8 0,8 08
4271 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,1 0,3
431,4 0,0 0,0 2.1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,1 02 06
4471 0,0 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,1 0,3
459,5 0,0 0,0 27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 27 02 08
463,1 7,2 8,6 9,0 1,2 9,2 8,4 7,0 77 7.6 1,1 7.9 6,1 1192 67 28
477,2 2,2 2,6 25 0,0 28 27 2,0 23 2,0 07 23 2,0 00 28 20 08
479,2 7,0 7,3 9,9 0,0 9,7 8,1 6,9 6,8 8,6 0,0 8,1 6,8 0,0 9,9 66 33
485,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,6 0,9 0,0 0,0 0,9 02 04
485,9 1,4 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,4 02 05
493,2 1,2 1,4 1,7 0,0 1,5 1,3 1,1 1,2 1,4 0,0 1,2 1,0 00 17 11 05
501,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,1 0,2
517,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,7 0,1 0,2
519,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 0,7 0,9 0,0 0,0 0,7 0,0 0,9 02 04
533,2 1,0 0,9 1,4 0,0 1,3 1,0 0,9 0,8 1,2 0,0 1,2 0,9 0,0 1,4 09 04
549,2 1,0 038 1,6 0,0 1,6 1,0 038 07 0,9 0,0 1,4 1,1 00 16 09 05
579,2 0,0 0,0 0,8 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,1 0,3
585,2 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,5 0,1 0,2
593,3 0,0 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 2,0 3,0 1,8 3,6 3,1 21 0,0 3,6 15 14
593,4 21 2,9 0,0 3,4 2,7 2,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,4 11 1,4
599,2 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,7 0,5 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,8 02 03
609,3 0,0 1,1 0,9 1,2 08 0,9 0,0 0,0 0,0 1,2 0,0 0,9 00 12 06 05
637,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 01

Maior Intensidade 14,8 14,8 12,5 21,2 19,3 18,1 20,5 16,1 13,4 21,7 16,6 18,7
ion 301,0 301,0 160,0 301,0 301,0 301,0 287,0 160,0 160,0 301,0 301,0 160,0
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Figura 15. Graficos gerados utilizando-se o modelo de PLS-DA com os dados
obtidos a partir de ESI(+)-MS de extratos de 3 variedades de A. chica. A, B e C séao os
gréaficos para amostras das variedades |, Il e lll respectivamente.

De acordo com as andlises de PLS-DA, dentro de uma variedade de A.
chica nao ha diferencas qualitativas significativas entre os perfis de 3-
desoxiantocianidinas, considerando-se os extratos de amostras colhidas em épocas
diferentes e em horarios do dia distintos. Isto é uma indicacdo de que o aspecto
variedade € o0 mais importante dentre os que definem os perfis de 3-
desoxiantocianidinas das folhas de A. chica. Podemos concluir que dados de ESI-
MS de extratos de folhas de A. chica tratadas com modelo PLS-DA mostram ser
uma técnica efetiva capaz de classificar as trés variedades de A. chica. Também se

pode concluir que efeitos sazonais e temporais nao afetam os resultados.

11.2.2. Caracterizacao por Fluorescéncia de Raios-X (FRX)

Com a intencao de diferenciar as variedades de A. chica utilizando FRX,
foram analisadas as diferentes amostras de folhas colhidas em locais, periodos do
ano e dos dias distintos. Os espectros adquiridos foram tratados

quimiometricamente utilizando PCA.
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[1.2.2.1. Material e Métodos

11.2.2.1.1. Planta e preparacdo de amostras

Trés variedades de A. chica foram utilizadas neste estudo, conhecidas
pela populagdo da Amazénia como variedades |, Il e Il (Figura 13). Além das
amostras cultivadas na Embrapa Amazoénia Ocidental localizada na cidade de
Manaus, AM, regiao central da Amazdnia, utilizadas na caracterizagao por ESI-MS,
também foram avaliadas outras amostras da prépria regiao da Amazdnia, da regiao
de Sao Paulo, Para e Parana.

As amostras de A. chica foram preparadas conforme descrito no item
I.2.1.1.1. As folhas e uma amostra dos galhos foram moidas num moedor de
plantas até a aparéncia de um poé fino e depois peneiradas, a fracao entre 150 e 210
um foi utilizada para os experimentos. As amostras foram novamente secas em
estufas a 40°C por 16 horas para garantir a eliminacdo de umidade remanescente.
As amostras foram conservadas num dessecador segundo normas do SRM
(Standard Reference Material, National Institute of Standards & Technology). Para
as analises por FRX, 200 mg de cada amostra foram adicionadas em celas de teflon
com didmetro de 3 cm aproximadamente, cuja base era preparada com um filme de
Mylar® (polietileno) esticado. Durante as analises, as celas foram irradiadas em
duplicata.

Cinco amostras certificadas foram utilizadas como referéncia padréao
provenientes do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia NIST-SRM (do inglés,
National Institute of Standards & Technology - Standard Reference Material) e do
Wepal (Wageningen Evaluating Programs for Analytical Laboratories), sdo elas:
macga (SEM 1515), péssego (SEM 1547), palmeira (WEPAL 652), alfafa (WEPAL
124) e cravo (WEPAL 883). Os padrdes foram importantes para o calculo de Ferro e
outros elementos contidos nas amostras.

As folhas da A. chica das trés variedades (identificadas pela espessura da
folha) foram coletadas em duas épocas do ano, denominadas na regido norte, de
estacdes de chuva (R) e seca (D), correspondentes aos periodos de Dezembro-Maio
e Junho-Novembro, respectivamente. Algumas amostras também foram coletadas
em trés periodos distintos do dia: manha (M), meio dia (L) e fim de tarde (A), num
total de 32 amostras (Tabela 7).
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Tabela 7. Amostras analisadas utilizando fluorescéncia de raio-X.

Estado | Origem |Variedade | Estacdo da Coleta | Hora Coleta| Ano | Codificacéo
Manha AM1-R-M
Chuvosa Meio dia AM1-R-L
Fim da tarde AM1-R-A
Manha AM1-D-M
Seca Meio dia AM1-D-L
Fim da tarde AM1-D-A
Manha AM2-R-M
Chuvosa Meio dia AM2-R-L
Embrapa I Fim da tarde 2007 AM2-R-A
Ocidental Manha AM2-D-M
Seca Meio dia AM2-D-L
Amazonas Fim da tarde AM2-D-A
Manha AM3-R-M
Chuvosa Meio dia AM3-R-L
m Fim da tarde AM3-R-A
Manha AM3-D-M
Seca Meio dia AM3-D-L
Fim da tarde AM3-D-A
Chuvosa Ano 1 2007 | AM1-R1
Ano 2 2006 AM1-R2
Sitio Way Seca Ano 2 AM1-D2
I Chuvosa Ano 1 2007 | AM2-R1
Seca Ano 2 2006 | AM2-D2
: Chuvosa Ano 1 2007 PA3-R1
Para | Cultivo i Ano1 | 2007 | PA3-D1
Particular Seca
Ano 2 2006 PA3-D2
. Cultivo Chuvosa Ano 1 SP1-R
Sao Paulo Particular Seca Ano 1 2007 SP1-D
. Chuvosa Ano 1 2007 PR1-C1
Parand | poie Seca Anoi | 2007| PR1-Si
Ano 2 2006 PR1-S2
Parana | Cultivo Chuvosa Anol  |2007| PRG1-C
Galhos | Particular

11.2.2.1.2. Caracterizagcao das amostras por fluorescéncia de raios-X

A utilizacdo da FRX aliada a quimiometria pode mostrar informacdes
importantes acerca de amostras organicas a partir de pequenas variacbes na
posicdo da banda de espalhamento Raman de raios-X, conforme discutido na
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introducdo. Neste item sao discutidos os resultados da aplicagéo da técnica focando
na regiao de espalhamento para avaliar as semelhangas entre as variedades
estudadas atraves da formacao de grupos.

O equipamento de fluorescéncia de raios-X por dispersdao de energia
utilizado foi da marca Shimadzu (modelo EDX 700) com tubo de raios-X de Rdédio
(Rh) e detector semicondutor de Si (Li). A voltagem utilizada foi de 50 kV e a
corrente aplicada no tubo de raios-X de 100 pA. A faixa de energia foi de 0 a 42 keV
com resolucdo de 0,02 keV. Os experimentos foram realizados no laboratério de
coordenagéo da Profa. Dra. Maria Izabel Maretti Silveira Bueno (IQ-Unicamp).

Apés a radiacao das folhas e de uma amostra de galhos, os espectros
foram adquiridos e tratados quimiometricamente utilizando PCA.

Os espectros obtidos através da analise por fluorescéncia de raios-X
possuem duas regides de interesse para analise: uma que se refere a regido onde
ocorre o efeito fotoelétrico, revelando, por exemplo, as linhas Ka e KB referente a
cada metal, e a outra regido referente ao espalhamento da amostra, onde ocorre o0
espalhamento Raman de raios-X, no caso em questao, ao redor de 19-22 keV, onde
se manifestam os picos Ka e KB dos espalhamentos Compton e Rayleigh.

Os resultados de PCA dos espectros mostram que utilizando todas as 32
amostras de folhas e galho, descritos na Tabela 7, o espalhamento apresenta
informagdes nas componentes principais 1 e 2.

O PCA possibilita verificar a importancia de cada varidvel sobre as
amostras. Ja os graficos de loading mostram as variaveis de maior influéncia. Os

gréficos de scores mostram a diferengca e semelhanca entre as amostras.

I1.2.2.2. Resultados e discussao da caracterizacao por fluorescéncia de
raios-X

As primeiras componentes principais (PC’s) compreenderam a maior
parte da variacao total dos dados originais. No caso da Figura 16, o grafico de
scores mostra que as PC1 e PC2 para as amostras de folhas e galho explicam 59%
da varidncia dos dados espectrais. Podemos observar um agrupamento das
amostras de folhas e uma separacao da amostra de galho. O grafico de loadings
(Figura 17) mostram algumas faixas espectrais importantes, como a regidao do
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espalhamento de raios-X, Rh Ka Compton (19.2 keV), a regiao Ka do Ferro (6,38
KeV), a regido Ka do Calcio (3,691 keV) e Ka do Estréncio (14,142 keV).
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Figura 16. Grafico de scores da regiao entre 0 e 42 keV extraidos dos espectros
das amostras de folhas e galho da A. chica.
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Figura 17. Gréfico de loadings para a regiao entre 0 e 42 keV para as amostras
de folhas e galho da A. chica.
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A amostra de galho apresentou-se separada das demais e por isso foi
eliminada para se fazer uma nova analise por PCA que mostrou um agrupamento

das amostras conforme a estagao de colheita (Figura 18).
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Figura 18. Grafico de scores da regiao entre 0 e 42 keV extraidos dos espectros
das amostras de folhas e separados conforme a estacdo em que as folhas foram colhidas
(estacdo chuvosa e seca).

As amostras colhidas na estacdo chuvosa mostram um melhor
agrupamento entre si, que pode ser justificado pela presenca de outros compostos
na época da seca. O novo grafico de loadings obtido (Figura 18) é muito semelhante
ao grafico anterior (Figura 16). As representacdes graficas dos scores somaram 58%
neste caso.

O gréfico de scores da PC2 e PC5 (Figura 19) separa as amostras por
horario do dia que foram colhidas, inicio da manha, meia dia e fim da tarde As
componentes principais 2 e 5, que explicam menos de 15 % de toda a informagéo
relevante, mostram apenas uma tendéncia na discriminagdo em grupos
relacionados.
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Figura 19. Grafico de scores da regiao entre 0 e 42 keV extraidos dos espectros
das amostras de folhas e separados por periodo do dia em que as folhas foram colhidas
(inicio da manha, meio dia ou fim da tarde).

A separacao das amostras por variedade (Variedade I, Il e Ill) é obtida
confrontando-se as PC2 e PC4 (que juntas explicam 22 % da informacao obtida),
cujos graficos de scores (Figura 20) e de loadings (Figura 21) sdo mostrados abaixo.
O gréfico de loadings (Figura 21) mostra algumas faixas importantes como a regiao
do espalhamento de raio-X, Rh Ka Compton (19.2 keV) e a regido Ka do Calcio
(3,691 keV).
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Figura 20. Grafico de scores da regiao entre 0 e 42 keV extraidos dos espectros
das amostras de folhas, classificadas conforme sua variedade (1, Il ou Ill).
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Figura 21. Gréfico de loadings para a regido entre 0 e 42 keV para as amostras
de folhas da A. chica, separados variedade (I, Il ou Ill).



CAPITULO II: OBTENCAO DE EXTRATOS DA FOLHA DE A. CHICA COM ELEVADOS TEORES DE 86
DESOXIANTOCIANIDINAS UTILIZANDO DIFERENTES TECNICAS EXTRATIVAS E DE PURIFICACAO

Os resultados obtidos com as analises do grafico de scores do PCA para
diferenciacao entre as variedades (Figura 20) foram satisfatorios e provavelmente
estao relacionados a caracteristicas do genoétipo destas plantas. Ao mesmo tempo, o
PCA possibilitou ressaltar que ha influencia da estacdo (seca ou chuvosa) na
colheita das folhas e do local onde foram cultivadas e, portanto, relacionadas a
caracteristicas do fenétipo destas plantas.

A Figura 22 mostra os espectros sobrepostos das amostras, cuja variancia
relativa estd relacionada com a composicdo quimica dos seus constituintes
organicos.

E importante ressaltar que a regido do espalhamento (regido relativa a
manifestacdo de compostos formados por elementos leves) descartada com
frequéncia em muitos trabalhos mostra-se aqui de grande importancia na obtencao

dos atuais resultados.
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Figura 22. Espectros sobrepostos das amostras da Tabela 7.

Na Tabela 8 encontram-se exemplificados as intensidades dos principais
picos dos espectros de raios-X e suas energias de emissdo Ka para as 32 amostras
analisadas (Tabela 7). As maiores variacdes de intensidade foram encontradas para
os elementos K, Ca, Fe, Co e o espalhamento Rh (que apresentaram grande

influéncia nos gréficos de loadings nas primeiras componentes principais).
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Tabela 8. Dados de fluorescéncia de raios-X dos principais picos de algumas
amostras de folhas e de galho da A. chica provenientes dos estados de AM, PR, PA e SP.

Intensidade (cps) / Energia de excitacao (keV)
Cl K Ca Fe Co Cu 2Zn Br Sr  Picos espalhamento Rh

Variedade | 2,71 3,28 3,66 6,38 7,02 8 8,6 11,88 14,12 19,16 20,14 21,44 22,68

AM1-R-M | 33,11 63,44 0,306 27,44 13,33 0,155 0,138 2522 34,67 0,163 68,89 42,67 19,67
AM1-R-L | 30,11 71,89 0,226 23,89 12,56 28,33 24,89 28,78 32,78 0,187 77,44 48,33 23,33
AM1-R-A ] 30,50 80,33 0,235 23.00 11,78 23,11 20.00 28,22 29,78 0,161 63,67 41,78 18,89
AM1-D-M | 30,40 96,56 0,223 23,78 11,67 2578 21,11 30,33 2522 0,133 54,89 33,11 15,67
AM1-D-L | 31,34 88,78 0,252 26,89 12,22 18,78 14,56 19,44 20,78 0,105 41,67 26,67 12,44
AM1-D-A | 30,28 86,11 0,174 3856 14,89 2533 20.00 28,22 27,78 0,165 67,11 42,67 19,33
AM2-R-M | 29,28 61,89 0,191 12,33 8,56 13,22 12.00 13.00 13,56 71,67 28,67 18,67 8,67
AM2-R-L | 31,44 90,78 0,214 24.00 13,11 21,67 19,33 29,33 33,89 0,181 73,33 47.00 22,33
AM2-R-A | 31,61 79,22 0,239 24,89 12,33 30,89 24,11 28,78 33,89 0,17 67,78 43,56 19,67
AM2-D-M | 26,17 59,56 0,115 1322 7,78 11,11 956 11,78 10,78 6556 28,44 17,22 8,67
AM2-D-L | 29,94 77,33 0,197 3544 13,89 20,44 16,67 21,22 21,67 0,118 46,22 30.00 13,78
AM2-D-A ] 30,73 0,134 0,103 20,56 11,33 17,56 17.00 23,33 16,11 96,89 36,78 23,89 10,78
AM3-R-M | 30,72 67,22 0,187 17,11 11,11 26,33 34,33 24,22 2833 0,156 61,56 40,22 17,78
AM3-R-L | 30,78 60,33 0,209 16,56 12,11 20,78 17,89 26,33 34,11 0,186 72,89 4589 20,89
AM3-R-A | 32,56 59,33 0,249 2322 12,67 21,44 1933 2222 29,89 0,159 63,33 40,78 18,78
AM3-D-M | 29,67 60,67 0,200 19,78 11,33 22,33 18,44 2467 29,22 0,147 58.00 36,22 17,33
AM3-D-L | 29,39 87,44 0,143 17.00 11,44 20,44 1756 2533 2567 0,166 69,56 42,89 19,67
AM3-D-A | 29,11 66,11 0,170 17,78 11,56 22,33 17,22 20,67 21,56 0,118 4589 29,33 13,44
AM1-R1 31,5 6122 025 21,00 1222 2156 23,89 40,22 37,89 0,192 80,22 50,78 23,56
AM1-R2 30,61 52.00 0,310 22,56 11,67 2122 20,78 27,56 38,33 0,155 62,89 38,22 18,44
AM1-D2 30,61 62,67 0,255 23,56 11,56 22,67 19,67 30.00 3556 0,180 73,78 45,78 22,22
AM2-R1 29,95 60,56 0,201 22,56 12.00 20,22 24,33 37,67 3656 0,179 72,78 4589 21,78
AM2-D2 31,44 65,67 0,216 40,67 1522 19,78 20,78 26,67 3533 0,176 69,33 44.00 20,44
PA3-R1 30,23 56,78 0,150 31,11 13,89 24,56 22,67 21,89 29,33 0,157 61.00 39,44 17,56
PA3-D1 30,23 44,89 0,158 34.00 1511 26,78 19,67 22,44 28,78 0,168 64,22 41,78 19.00
PA3-D2 30,95 71,33 0,153 19,67 13,11 2222 20,22 23,11 31,11 0,177 69.00 4556 21,33

SP1-R 34,33 6522 0,319 50,56 16.00 18,67 18,56 20,22 44,78 0,153 6556 39,22 18,67

SP1-D 3728 4256 0,352 5522 1544 1533 18,11 19.00 45,67 0,143 64,89 38,44 19.00
PR1-R1 31,11 0,101 0,256 0,114 2533 22,78 22,00 23,56 36,11 0,148 63,89 38,33 17,89
PR1-D1 30,61 94,67 0,272 70,67 18,78 19,11 14,78 20,56 30.00 0,112 47,78 29,11 13,78
PR1-D2 32,89 71,11 0,395 39,33 13,44 16,44 14,78 1922 41,89 0,160 70,11 41,56 20,67
PRG1-R1 | 32,67 0,141 0,104 0,129 33,00 24,89 2578 26,89 33,00 0,200 82,78 51,22 24,78

Analisando-se os picos Ka do ferro (6,38 keV) tem-se que a intensidade
dos picos varia de 12 a 55 cps (excluindo as amostras colhidas no Parana que
apresentaram variagdo demasiada), resultando numa média de 26 cps (desvio
padrao — 10,3). As maiores intensidades ficaram para as amostras colhidas no
estado de S&o Paulo, se estas fossem subtraidas do montante a intensidade média
abaixaria para 24 cps e o desvio padrao para 7.

Para encontrar o valor correspondente de Fe nas amostras, recorreu-se
aos resultados das amostras padrao. As intensidades dos picos das amostras
padrao foram correlacionadas com o conteudo padrao de ferro das mesmas (Tabela
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9). E através desta curva de calibracdo chegou-se nos valores de ferro para as

amostras de A. chica.

Tabela 9. Amostras padronizadas utilizadas para calibragdo e seus niveis de

ferro.

Numero de Conteudo de

Amostras padronizadas Procedéncia referéncia ferro (mg/Kg)

Folhas de péssego NIST 1547 218
Folhas de maca NIST 1515 83

Palmeira WEPAL 652 95.9
Alfafa WEPAL 124 221

Cravo WEPAL 883 1340

Considerando todas as amostras com exce¢do das do Parana
(apresentaram muita variagdo entre elas) obtém-se uma intensidade média de 26
cps que equivale a uma concentragdo media de Fe de 203 mg / kg (variando de 73 a
1713 mg / kg).

Desconsiderando as amostras do Parana e de Sao Paulo (intensidade
mais altas) obtém-se uma intensidade média de 24 cps que equivale a uma
concentracdo média de Fe de 172 mg/kg (variando de 73 a 914 mg/kg).

Segundo Cardoso e Penteado (1994), para o tratamento de anemia
ferropriva, adultos devem ingerir cerca de 60 mg de ferro elementar por dia
equivalente a 300 mg de sulfato ferroso. Algumas referéncias citam quantidade de
Fe contida em varios alimentos (AOAC, 2005; TACO, 2011), como exemplo: o agrido
com 31 mg/Kg de alimento, o feijdo carioca cozido com 13 mg/Kg e o figado
grelhado com 58 mg/Kg. Estes valores s&o para ferro total, determinado por
espectrometria de emissao atdmica com fonte de plasma indutivamente acoplado —
ICP-OES, segundo AOAC (Association of Official Analytical Chemists).

Comparando-se os valores obtidos para as amostras das folhas de A.
chica com alguns de referéncia (TACO, 2011; AOAC, 2005), pode-se dizer que sao

valores altos, justificando assim o uso popular da planta como anti-anémica.
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I1.3. Extracao utilizando CO; supercritico

O objetivo do uso da tecnologia de extracdo com fluidos supercriticos
para extracdo de desoxiantocianidinas a partir de folhas de A. chica, foi a exploracao
de novas técnicas para uma extracdo mais eficiente e direta, e um indicativo para
um processo de producdo semi-industrial deste extrato. Paula et al. (2013)
descreveram um experimento utilizando folhas de Arrabidaea chica Verlot e como
solventes didxido de carbono supercritico numa primeira etapa e uma mistura de
COy/etanol/agua numa segunda etapa de extragdo para obtengao de extrato, HPLC
foi usado para quantificar carajurina. O processo de extracao foi diferente do descrito
neste trabalho, Paula et al. (2013) utilizaram CO, supercritico como solvente que
passa por um leito fixo contendo as folhas da planta seguido de CO, supercritico
saturado com etanol e &gua. O extrato obtido continha compostos fendlicos
(flavonoides, antocianinas) entre outros. Ja o processo descrito neste trabalho faz
uso de coluna de silica em série com uma coluna de leito fixo que contém as folhas
da planta. CO» supercritico foi utilizado saturado com etanol, e o extrato de interesse
foi retido na coluna de silica. Para obtencdo do extrato de interesse, o mesmo foi
eluido da silica e caracterizado por HPLC, obtendo-se assim um extrato concentrado

em desoxiantocianidinas livre de impurezas e outros flavonéides.

11.3.1. Material e Métodos

11.3.1.1. Planta e preparagao das amostras

A variedade de A. chica utilizada neste trabalho foi a variedade |. A. chica
foi cultivadas em Maringa - PR. Uma exsicata foi depositada no herbario do Instituto
de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, Unicamp, nimero de registro
UEC 145.956. As folhas foram secas na sombra e depois em estufa a 40 °C por 8
horas, moidas num moedor de plantas até a aparéncia de um pé fino e peneiradas,

sendo a fracao entre 150 e 210 um utilizada nos experimentos.
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[1.3.1.2. Solventes utilizados

Diéxido de carbono (99,9%) adquirido de White Martins Co. (Campinas,
Brazil). Alcool etilico P.A. Vetec® e Synth®. Diclometano P.A., hexano P.A., metanol
P.A., 4cido cloridrico concentrado P.A. Synth®, silica G60, Merck.

11.3.1.3. Extracdo com CO; supercritico saturado com etanol

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fluidos Supercriticos
na Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ, Unicamp), sob responsabilidade do
Prof. Dr. Teo Kieckbush em colaboragédo com o aluno Uiram Kopcak.

O equipamento utilizado foi projetado pelo grupo de pesquisa de extragéo
supercritica da Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ)/Unicamp. O equipamento
experimental de fluxo semi continuo permite controle independente da temperatura e
pressao suportando pressoes de 41.3 MPa e temperaturas de 200 °C (Figura 23). Os
principais componentes incluem bomba de deslocamento positivo para solventes
(P1), vaso de alta pressao de 300 mL para extragcao com leito fluidizado (E), coluna
cromatografica com enchimento de silica (C) e frasco coletor. O vaso extrator
envolto por manta de aquecimento e controlador de temperatura opera em série com
a coluna de silica. A linha foi mantida aquecida para prevenir congelamento do
solvente e a saida da bomba resfriada para manter constante a vazdo do solvente.
Medidores de vazdo foram utilizados para se garantir fluxo constante e eram

conectados num computador (FM). Valvulas foram utilizadas para controle do fluxo.
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Figura 23. Esquema do equipamento experimental utilizado. E é o extrator onde
sdo colocadas as folhas moidas. C a coluna de silica.

Testes preliminares foram realizados para obtencdo das condicbes de
processo. Os parametros de processo estudados foram temperatura e pressao.

As folhas foram extraidas com hexano em Soxhlet por 10 horas para
retirada de substdncias apolares. As folhas umedecidas tiveram o solvente
evaporado em capela. O leito fluidizado foi preparado com uma camada de algodao,
uma camada de esferas de vidro, 12 g das folhas de A. chica previamente extraidas
com hexano, camada de esferas de vidro novamente e nova camada de algodao
para finalizar. A coluna em série com o extrator medindo 40 x 3 cm foi empacotada
com silica G60. A temperatura do leito permaneceu em torno de 40 °C e a pressao
de operacéao foi de 5100 psi. Etanol foi utilizado como co-solvente, desta maneira o
CO. supercritico foi saturado com etanol antes de passar pelo leito fluidizado e logo
em seguida pela coluna preenchida com silica, onde as substéancias coloridas,
principalmente as desoxiantocianidinas, foram retidas. As exiragbes foram
realizadas com uma vazao de 1 L / min de COz nas CNTP (ap6s a
despressurizacado). Para uma amostra de 12 g de folhas trituradas, 240 L de CO»

foram utilizados (nas CNTP). O experimento foi realizado em duplicata.
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Apés a finalizacao do experimento (duracdo de 4 horas), a coluna de
silica foi retirada do experimento e apds a silica secar por completo, foi
completamente retirada da coluna. As substancias retidas na silica foram extraidas
num frasco Erlenmeyer com 300 mL x 3 de solucdo de CH.Clo/MeOH (70:30 v/v)
acidificado com solucado de &acido cloridrico (HCI) a 0,01 %. Ap6s a extracao a
mistura foi filtrada em funil de placa de vidro sinterizado. A solucdo obtida foi
concentrada em rota-evaporador seguida de liofilizacdo. Os extratos obtidos nos
dois experimentos realizados em duplicata tiveram massas de 0,21 e 0,26 ¢
respectivamente, totalizando um rendimento final do extrato de cerca de 2 % (m/m).
O extrato foi solubilizado em metanol e denominado de SC-Me. Antes da purificacéo,
o extrato SC-Me foi diluido em &gua na propor¢éao de (1:2 v/v) e inseridos nas mini-
colunas de Sep-Pak C18 para purificacdo. A ativagdo prévia das colunas se deu
conforme descrito anteriormente no item 1.1.1.3. O material retido na coluna foi
lavado primeiramente com quantidade equivalente a trés volumes da mini-coluna de
solugdo de acido cloridrico a 0,01 % com o objetivo de eluir os agucares, acidos
organicos, proteinas e outros compostos soluveis em agua remanescentes no
extrato. Depois deste procedimento, as 3-desoxiantocianidinas foram separadas de
compostos fendlicos eluindo-se uma solucdo de metanol:agua (2:1 v/v) contendo
solucdo de acido cloridrico a 0,01 %. A fragdo resultante extraida foi concentrada
usando-se rota-evaporador e banho a 35 °C, resultando num extrato denominado de
SC-3DAE. Os extratos SC-Me e SC-3DAE foram filtrados em membrana de 0,45 um
e analisados em HPLC-DAD.

11.3.2. Resultados e discussao

A analise em HPLC-DAD seguiu as mesmas condi¢cdes utilizadas em
I.1.1.4.2. O cromatograma resultante se assemelha ao cromatograma da
caracterizagao do extrato 3DAE descrito em 11.1.2.2. (Figura 8).

O método de extragdo com fluido supercritico permitiu separar as
desoxiantocianinas, o extrato SC-3DAE gerou um cromatograma com 3 picos
atribuidos como S-1, S-2, e S-3 com area total em torno de 95 %. A atribuicdo dos
picos, de modo similar ao realizado em I.1.2.3 foram baseados nas analises de
HPLC-DAD com confirmacdo em ESI-MS/MS. Os trés picos do cromatograma
resultante da analise em HPLC-DAD foram considerados puros ja que para cada
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pico os espectros de UV em trés diferentes posicdes (inicio, apice e final do pico)
apresentaram os mesmos perfis, indicando uma Unica substancia. Quando
comparados os rendimentos do extrato SC-Me com o Extrato MEOH/H+ (item
11.1.1.3) antes da purificagado utilizando SPE, tem-se 2 e 1,3 % respectivamente,
mostrando uma maior eficacia para a extragéao com fluido supercritico.

Importante ressaltar a importancia da etapa de SPE para purificacao do
extrato j& que o extrato metandlico antes desta etapa apresentou um cromatograma

de HPLC com picos das mesmas 3-desoxiantocianidinas com co-eluicdo de

impurezas.
) Silica + @ 1. Ativagéo
1, Extracéo substancias 2. Carregar: SC-Me
CH2CI2/MeOH/HC 3. Lavar: Agua/H+
[ (7:3 viv) 4. Eluigao ¢/ MeOH/agua
2. Filtragéo H+ (2:1 v/v)

3. Evaporacao
4. Diluigdo em MeOH SC-Me

SPE
Mini colunas C18

L]

U

Extrato
Desoxiantocianidinas

\l, Evaporagéo

SC-3DAE
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Il.4. Conclusao do capitulo

Foram apresentadas metodologias de extragcbes com solventes e
utilizando  fluido supercritico para extracdo e concentracdo das 3-
desoxiantocianidinas a partir das folhas da A. chica. Estas metodologias propiciaram
a obtencdo de extratos que podem ser utilizados para avaliagdo das 3-
desoxiantocianidinas frente a atividades de diferentes micro-organismos assim como
em formulacdes cosméticas.

Utilizando-se apenas uma sequéncia de extracdes seguida de SPE
obteve-se um extrato rico em 3-desoxiantocianidinas denominado de 3DAE. As
técnicas de HPLC-DAD, ESI-MS, ESI-MS/MS e HPLC-MS/MS confirmaram ser
ferramentas rapidas para identificar e caracterizar as 3-desoxiantocianidinas
requerendo simples preparagao de amostras.

O método de extracdo com fluido supercritico conseguiu separar as
desoxiantocianinas, foram identificadas através de HPLC-DAD 3
desoxiantocianidianas no extrato SC-8DAE contendo com é&rea total dos picos
em torno de 95 %. Importante ressaltar a importancia da etapa de SPE para
purificagao final do extrato.

Comparando-se o0s dois extratos concentrados nas  3-
desoxiantocianidinas antes da purificacao final utilizando SPE, o método de
extragdes sucessivas e com fluido supercritico resultaram em rendimento de 1,3
e 2 % respectivamente, sugerindo um maior aproveitamento para o segundo
método. E confirmando a maior seletividade do método de fluido supercritico
além de outras vantagens como baixo uso de solventes e reduzida geracédo de
residuos

Foram também desenvolvidas metodologias de caracterizacdo de
extratos concentrados em 3-desoxiantocianidinas, considerando folhas
provenientes de varias partes do pais e utilizando técnicas modernas de
espectrometria de massas e fluorescéncia de raios-X. Com auxilio de PCA foi
possivel mostrar uma diferenciacdo nas variedades da planta assim como

mostrar a influéncia da sazonalidade nesta caracterizagao.
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Capitulo lll: Atividade Bioldgica de Extratos das Folhas

da A. chica




CAPITULO I11: ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS DAS FOLHAS DA A. CHICA 96

lll.1. Material e Métodos

l11.1.1. Planta

As folhas da A. chica utilizadas nestes experimentos foram do tipo |,
cultivada na cidade de Maringa, estado do Parana. Uma exsicata foi depositada no
herbario do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
sob o registro UEC 145.956. Apos coleta, as folhas foram secas a sombra e depois
na estufa a 40 °C por 8 horas.

lll.1.2. Solventes e reagentes utilizados

Alcool etilico utilizado nas extracdes, Vetec e Synth. Diclorometano P.A.,
cloroformio P.A., hexano P.A., acetato de etila P.A., metanol P.A., acido cloridrico
concentrado P.A Synth. Dimetil sulféxido (Sigma-Aldrich). Acido férmico 50 % HPLC
(Fluka) e acetonitrila HPLC (Sigma-Aldrich).

L-glutamina sem bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo,
USA) com 2 % de glicose tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de &cido
morfilenopropanossulfonico MOPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA).

Il1.1.3. Preparacao de extratos e fracoes

Uma quantidade de folhas moidas, 50 g, foi extraida com agitacao
constante com 500 mL de solugdo de etanol 30 % a temperatura ambiente por 1
hora na auséncia de luz. Apds a extracdo a solucéo foi filtrada em filtro de papel
usando funil de Blchner e vacuo. O residuo retido no filtro de papel foi lavado 3
vezes com 20 mL de solucao etandlica 30 %, a solucao incorporada ao filtrado e
novamente filtrado a vacuo em funil de placa porosa. O filtrado foi entdo concentrado
em rota-evaporador a vacuo em banho-maria de 35 °C e em seguida liofilizado até
obter um extrato em pé, EtOH-dry, com 22 % de rendimento em relagdo as folhas
secas. Outras extragdes foram realizadas com solucées de etanol de diferentes
concentracdes (0 % etanol, 50 % etanol, 70 % etanol e 100 % etanol) seguindo o
mesmo procedimento descrito acima e gerando extratos secos EtOHO-dry, EtOH50-
dry, EtOH70-dry, EtOH100-dry. Estes extratos foram utilizados nos ensaios de
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atividade antimicrobiana que resultaram em maior atividade para a solugao etanélica
30% (extrato seco ETOH-dry). A partir deste screening inicial, as extragdes abaixo
foram realizadas.

Novamente a mesma extragdo acima foi repetida e o extrato final foi
particionado utilizando uma extracdo liquido-liquido com solventes de polaridade
crescente: hexano (3 x 200 mL), diclorometano (3 x 200 mL) e acetato de etila (3 x
200 mL). Os solventes foram evaporados utilizando um evaporador a vacuo a
temperatura de 35 °C. Pequenas por¢des de etanol absoluto foram adicionadas ao
extrato evaporado e novamente evaporado em rota-evaporador com o objetivo de
remover a agua residual das fragdes. Os extratos secos foram identificados como:
Hex-dry, DCL-dry e EtOAc-dry. Hex-dry foi proveniente da fragdo hexanica com 1,2
% de rendimento, DCL-dry proveniente da fragdo diclorometano com 3,6 % de
rendimento e EtOAc-dry proveniente da fracdo acetato de etila com 2,2 % de
rendimento. Todos os rendimentos foram calculados em relacdo ao material seco
inicial. A fragdo residual etanol / agua foi evaporada e posteriormente liofilizada
resultando no extrato Res-dry.

As fracOes e extratos descritos acima foram resultado de varios estudos
quali e quantitativos como a otimizacdo da concentracdo de etanol em agua na
primeira extracdo conforme descrito acima, o tempo de extracao das folhas moidas,
a temperatura de extragdo, a escolha do solvente de polaridade intermediaria:
diclorometano e cloroférmio (o que resultou num favorecimento para o diclometano
levando em conta os parametros relatados em seguida) dentre outros. As
otimizacbes levaram em conta o rendimento das extracdes, os perfis de HPLC e
mais importante, a atividade antimicrobiana dos extratos.

Além dos extratos acima o extrato rico em 3-desoxiantocianidinas,
denominado 3DAE, descrito no item II.1.1.3 também foi investigado frente a

atividade antimicrobiana.
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lll.1.4. Caracterizacao de extratos por LC-MS e LC-MS/MS

Para caracterizacdo das amostras foi utilizado um systems UPLC (ultra
performance liquid chromatograph, ou em portugués CLUE, cromatografia liquida de
ultra eficiéncia, Acquity Waters, Milford, MA) acoplada a um espectrémetro de massa
sequencial (TQD, Quattro Micro API® Waters Canada). Foi utilizada uma coluna
Acquity® UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm i.d., 1,7 um), Waters (Milford, MA) com
temperatura de 37 °C. O solvente A usado foi uma solucao de acido férmico 0,1 %
(v/v) e a solugao B acetonitrila (grau HPLC) acidificado com 0,1 % de acido formico.
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Foi utilizado um gradiente de 5 a 20 % de B (0 — 4 min) e 20 a 70 % de B (4 — 8 min)
com fluxo de solvente de 0,35 mL / min. As andlises foram efetuadas usando ESI no
modo positivo, com voltagem da agulha de 1,0 kV; voltagem de cone de 20,0 V; gas
(nitrogénio) nebulizador a 60 psi; cortina de gas a 25 psi e energia de colisdo de
célula de 30 eV. A temperatura de aquecimento do turbo-ion spray utilizada foi de
200 °C e a vazao do gas de aquecimento de 800 L / h. O reconhecimento dos picos
foi feito utilizando literatura publicada, espectros e dados de fragmentagdo. A
identificacdo das fracdes foi feita utilizando XIC (extracted ion chromatogram em
inglés, que se trata de um cromatograma de ions criado com base nos valores de
massa de interesse a partir do espectro de massas completo) baseando-se nos ions
ja identificados em literatura (Capitulo Il) assim como nas referéncias (TAKEMURA
et al. 1995, ZORN et al. 2001 e DEVIA et al. 2002) para as 3-desoxiantocianidinas e
flavonas ja isolados da folhas da A. chica. Caracterizagéo foi realizada utilizando-se
LC-MS/MS e os fragmentos identificados utilizando a literatura e fragmentacoes

sugeridas.
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111.2. Atividade Antimicrobiana

Ensaios realizados sob responsabilidade da Profa. Dra. Angélica Z.
Schreiber no departamento de Patologia Clinica, Faculdade de Ciéncias Médicas

(FCM), Unicamp, em colaboragdo com sua assistente Luzia Lyra.

ll.2.1. Preparacao das amostras para os testes de atividade
antimicrobiana

O extrato EtOH-dry foi dissolvido em solucéao de dimetil sulféxido (DMSO)
e agua na proporcao de (1:1) para uso em experimentos biolégicos, a solucao
resultante foi chamada de EtOH-dil. Os demais extratos, Hex-dry, DCL-dry, EtOAc-
dry e 3DAE foram diluidos em DMSO e chamados de Hex-dil, DCL-dil, EtOAc-dil e
3DAE-dil, respectivamente. O extrato Res-dry foi diluido com uma solugdo de DMSO
/ agua (2:0,5) e denominado Res-dil. Os extratos foram subsequentemente diluidos
em agua em concentragdes que variaram de 10 a 1000 pg / mL para dermatofitos e
100 a 1000 pg / mL para leveduras.

ll1.2.3. Cepas Microbianas

Dermatoéfitos: 32 cepas clinicas foram utilizadas, 26 de Trichophyton (T.
mentagrophytes e T. rubrum) e 6 de Microsporum (M. gypseum e M. canis). As
cepas foram obtidas a partir da colecao de fungos do Laboratério de Investigacao de
Fungos (LIF) na Escola de Medicina da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

Leveduras: 3 cepas padrao foram utilizadas, Candida albicans ATCC
90028, Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019.

ll1.2.4. MIC e MFC

A atividade antimicrobiana das diferentes amostras descritas em Ill.1.3 e
lll.2.1 foi investigada utilizando-se MIC e MFC, sendo MIC minimum inhibition
concentration ou concentragdo inibitéria minima e MFC minimum fungicidal
concentration ou concentragao fungica minima.
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A metodologia utilizada para o teste dos fungos filamentosos foi baseada
na microdiluicdo em caldo para susceptibilidade de fungos (metodologia M38-A2)
descrita pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). O meio de
cultura utilizado nas avaliagbes foi padrao RPMI-1640 com L-glutamina sem
bicarbonato de s6dio com 2 % de glicose tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de acido
morfilenopropanosulfénico MOPS. Para as avaliagbes foram utilizadas placas de
microtitulacao esterilizadas com fundo chato de 96 micro pocos.

Os extratos dissolvidos em DMSO descritos em 1l.2.1 foram adicionados
ao meio de cultura com inéculo de fungo de 1 x 10 CFU / mL em concentragdes que
variaram de 100 a 7000 pg / mL para as leveduras e de 10 a 1000 pg / mL para os
dermatdfitos. As placas de micro titulagao foram incubadas por 7 dias a temperatura
ambiente. A mais baixa concentracdo sem crescimento de fungos visivel foi definida
como MIC 100 %, significando que 100 % do crescimento dos fungos foi inibido. A
concentracdao em que ocorreu 80 % de inibicdo do crescimento foi definida como
MIC 80 %. Os valores de MFC foram determinados pelo cultivo em série de 10 uL
retirados de cada poco da placa de microtitulagdo onde ndo houve crescimento
visivel de fungos. O cultivo se deu em placas de agar Sabouraud e incubacao de 7
dias a temperatura ambiente. A mais baixa concentracao sem crescimento visivel foi
definida como MFC indicando a eliminagdo do in6culo original. As analises foram

sempre conduzidas em duplicata.
lll.2.5. Resultados e Discussao
111.2.5.1. Atividade antifungica

Os extratos diluidos EtOH-dil, Hex-dil, DCL-dil, EtOAc-dil e Res-dil foram
primeiramente submetidos a testes de susceptibilidade frente a 3 cepas padrao de
leveduras (Candida albicans ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019) e 2 cepas padrdao de dermatofitos (Trichophyton
mentagrophytes e T. rubrum) utilizando-se testes de diluicdo para avaliar o MIC e o
MFC. Os extratos que mostraram maior atividade antimicrobiana foram EtOH-dil,
Hex-dil, DCL-dil e EtOAc-dil, principalmente contra dermatéfitos. Para as leveduras
os valores mais baixos com MIC 100 % variaram de 400 a 4000 pg / mL e MFC
variando de > 500 a > 7000 pg / mL. Os dermatoéfitos foram os que apresentaram o
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melhor desempenho, com MIC 100 % variando entre <100 e 300 pg / mL e MFC
variando entre < 100 e 1000 pg / mL para os extratos com maior atividade (EtOH-dil,
Hex-dil, DCL-dil e AtOAc-dil) (Tabela 10).

Tabela 10. Atividades iniciais para extratos das folhas da A. chica frente a cepas
padrdes.

Fracbes da Arrabidaea chica
EtOH-dil Hex-dil DCL-dil EtOAc-dil Res-dil

Microorganismos

testados

MIC*100% MFC** MIC 100% MFC _ MIC 100% MFC _ MIC 100% MFC __ MIC 100% MFC
C.albicans 400 >7000 1500 1500 =500 =500 2500 5000 27000 7000
ATCC 90028
C. krusei 400 27000 1000 1500 =500 2500 2500 25000 27000 27000
ATCC 6258
C.parapsilosis 400 >7000 1500 1500 =500 =500 4000 25000 =7000 =>7000
ATCC 22019
T. mentagrophyt
mentagropiyies - 100 <100 50-400 400 200 1000 300 1000 1000 1000
LIF 10
T rubrum
U 145 <100 <100 50-200 2100 300 1000 =300 <1000 1000 1000

* MIC: concentragao inibitéria minima expressa em pg / mL
** MFC: concentracdo fungica minima expressa em pg / mL

As fragbes mais ativas foram entédo testadas contra outras cepas clinicas
de dermatdfitos (Tabela 11), chegando nos seguintes resultados:

- MIC 100% abaixo de 100 pug / mL para o extrato Hex-dil para cepas de
T. mentagrophytes, T. rubrum, M. gypseum e M. canis.

- MIC 80% abaixo de 2.5 ug / mL para o extrato de DCL-dil e de EtOAc-dil
para cepas de T. mentagrophytes e T. rubrum.

- MFC abaixo de 100 pug / mL para o extrato Hex-dil para cepas de T.
rubrum e M. canis.

A inibicdo destas mesmas cepas de dermatdfitos frente a drogas
comerciais como a anfotericina B, fluconazol, cetoconazol e itraconazol também
foram avaliadas como controles positivos e comparadas com os resultados obtidos
para as fracoes mais estaveis (Tabela 12). Os resultados s&o considerados muito
bons em se tratando de MIC 100 %, jA que muitas referéncias bibliograficas
divulgam resultados de MIC 80 % e muitas vezes superiores a estes valores (item
1.2.4).
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Os extratos e fracdes estudados sdo misturas complexas contendo varios
compostos quimicos. Com o objetivo de encontrar os compostos responsaveis para
a atividade anti-dermatéfito observada, foram também investigados extratos
concentrados em  desoxiantocianidinas. O  extrato  concentrado nas
desoxiantocinidinas, 3DAE, descrito no item 1.1.1.3 assim como a
desoxiantocianidina purificada e concentrada descritas no item Il.1.1.5, ion 6,7-
dihidroxi-5,4"-dimetoxiflavilico, S$-3, item I.1.1.5, foram avaliados frente a
dermatofitos utilizando-se a mesma metodologia descrita anteriormente. O resultado,
porém, nao foi importante. Supbe-se, portanto, que os extratos / fracdes com
melhores resultados mostrados neste capitulo devam conter substancias que
provocam sinergia e assim potencializam a atividade dos mesmos frente as

diferentes cepas testadas.
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Tabela 11. Resultados de MICs e MFCs das fracoes mais ativas das folhas da A.
chica frente a cepas clinicas de dermatdfitos.

Cepas clinicas de Fracdes das folhas da Arrabidaea chica

Trichophyton e Microsporum ~ Hex-dil DCL-dil EtOAc-dil

spp MIC 80% MIC 100% MFC  MIC 80% MIC 100% MFC  MIC 80% MIC 100% MFC
LIF-9 T.mentagrophytes <10 400 >500  qp 200 1000 10 300 >1000
LIF-10  T.mentagrophytes <10 50-400 400 25 200 1000 25 300 1000
LIF-11  T.mentagrophytes <10 200 >500 5 200 400 5 >300 400
LIF-47  T.mentagrophytes <10 200 200 5 300 1000 10 >300 1000
LIF-178 T.mentagrophytes <10 200 200 5 200 1000 5 >300 1000
LIF-208 T.mentagrophytes <10 200 200 30 >300 1000 20 >300 1000
LIF-393 T.mentagrophytes <10 200 200 5 >300 >1000 10 >300 >1000
LIF-438 T.mentagrophytes <10 200 300 30 300 1000 50 >300 1000
LIF-508 T.mentagrophytes <10 200 200 20 300 400 1 >300 >1000
LIF-12  Trubrum <10 400 >500  1q 200 1000 30 >300 1000
LIF-45  Trubrum <10 200 200 25 300 >1000 5 >300 1000
LIF-142  T.rubrum <10 50-200  100-200 5 300 1000 10 >300 1000
LIF-207  T.rubrum <10 200 200 40 300 1000 50 >300 1000
LIF-233  T.rubrum <10 200 200 10 300 1000 25 >300 1000
LIF-249  T.rubrum <10 200 200 20 200 1000 5 300 1000
LIF-280  T.rubrum <10 200 200 10 300 500 5 >300 400
LIF-367  T.rubrum <10 200 200 10 200 1000 20 300 500
LIF-371  T.rubrum <10 200 200 100 300 >1000 50 >300 >1000
LIF-434  T.rubrum <10 200 200 100 200 1000  300-200 >300 400
LIF-437  T.rubrum <10 200 200 200-100 300 1000 200 >300 1000
LIF-1158 T.rubrum - - - 40 300 1000 10 >300 1000
LIF-1172 Trubrum - - - 40 200 1000 200 300 1000
LIF-1321 T.rubrum - - - 20 200 1000 30 300 1000
LIF-424  Trichophytonsp <10 200 400 50 300 1000  >300 >300 1000
LIF-509  Trichophytonsp <10 200 200 20 300 1000 20 >300 >1000
LIF-547  Trichophytonsp <10 200 200 20 300 1000 20 >300 1000
LIF-64  Mgypseum <10 100 200 200-100 300 >1000 200 300 >1000
LIF-229  Mgypseum <10 100 200 20 300 >1000 100 >300 >1000
LIF412  Mgypseum <10 100 >500  2g 300 >1000 40 300 >1000
LIF-463 Mgypseum <10 500 500 5 >300 >1000 5 >300 >1000
LIF-343  M.canis <10 100 100 100 300 >1000 200 300 >1000
LIF-673 Mcanis <10 200 500 30 300 400 20 300 1000

* MIC: concentragao inibitéria minima expressa em pg/mL
** MFC: concentragéo fingica minima expressa em ug/mL
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Tabela 12. Resultados de MIC e MFC para fragbes das folhas da A. chica e
drogas comerciais frente a cepas de demartdfitos.

Fracbes das folhas da A. chica Droga comercial
Microorganismos Hex-dil DCL-dil EtOAc-dil AnfotericinaB Fluconazol ~ Cetoconazol lraconazol
MIC 100%
L

T.mentagrophytes ~ 200-500  200->300 300->300 0.5-2 8-64 0.5-2.0 0.13-1.0
T.rubrum 50-400 200-300 300->300 0.5-2 o232 0.25->128 0.13-0.5
Mgypseum 100-500  300->300 300->300 2 32 05 1
M.canis 100-200 300 300 1 0.25-8 0,25 1

* MIC: concentragao inibitdéria minima expressa em pg/mL

111.2.5.2. XIC LC-MS: perfil dos extratos ativos

Os perfis XIC (extracted ions chromatogram) das fracées ativas contra
dermatéfitos mostraram a presenca de varios ions flaviliuns. Estes ions mostram
semelhanca com compostos ja isolados das folhas de A. chica (CHAPMAN et al.,
1927; DEVIA et al.,2002; TAKEMURA et al., 1993; ZORN et al., 2001). As fracoes
descritas em 11l.1.3 que mostraram maior atividade antimicrobiana, Hex-dry, DCL-dry
e EtOAc-dry foram diluidas em acetonitrila (grau HPLC) acidificada com 0,1 % de
acido formico, e denominadas Hex, DCL, EtOAc respectivamente. A Figura 24
mostra os perfis XIC das fragbes para S-1 (m/z 301 [M]"), S-2 (m/z 285 [M]"), S-3
(m/z 299 [M]*) e S-4 (m/z 315 [M+H]"). Os perfis XIC também mostram pela primeira
vez a presenca de isébmeros de S-1 (S-1a, S-1b, S-1c e S-1d). Analises da fragédo
Hex usando XIC revelou a presenca do isbmero S-1¢ e das substancias S-2 e S-4.
Para as fracbes DCL e EtOAc a presenca dos isbmeros S-1a, S-1b, S-1c e S-1d
(este ultimo apenas para DCL) assim como S-3.

Com o objetivo de caracterizar as estruturas das substancias S-1, S-2, S-
3 e S-4, foram realizados alguns experimentos utilizando LC-MS/MS. A Tabela 13
mostra os principais fragmentos dos ions 2-5. A atribuicdo aos picos foi realizada
utilizando dados de literatura (TAKEMURA et al., 1995; ZORN et al., 2001; DEVIA et
al., 2002). Dados cromatograficos indicam que S-1 (m/z 301 [M]*) pode apresentar
quatro ou mais isdbmeros diferentes (S-1a, S-1b, S-1c e S-1d). OS isémeros S-1a e
S-1d tém o mesmo perfil de fragmentacdo, perdem um fragmento de metila para
formar um fragmento de m/z 286 ([M]*) e como proposto aqui todos perdem um
fragmento de m/z 133 (referente a CgHsO2) para formar um fragmento de m/z 168.
Os isbmeros S-1b e S-1¢ tém o mesmo perfil de fragmentacao, apresentando como



CAPITULO I11: ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS DAS FOLHAS DA A. CHICA

106

pico base m/z 121. No caso de S-2 (m/z 285 [M]?), S-3 (m/z 299 [M]"), S-3 (m/z 315

[M]¥), os ions moleculares também perdem preferencialmente uma metila para

formar um fragmento de m/z 270, m/z 284 e m/z 300, respectivamente como

principal fragmento.
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Figura 24. Perfis XIC para os extratos Hex (A), DCL (B) e EtOAc (C). S-1 refere-

se a m/z301 e seus isdmeros; S-2 a m/z 285, S-3 a m/z299, 5 a m/z315.
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Tabela 13. Dados cromatograficos para as 3-desoxiantocianidinas encontradas
em fracbes com atividade antimicrobiana das folhas da A. chica.

Substancia Fracao [M]* (m/2) Fragmentos (m/2)
S-1a DCL, EtOAc 301 286, 168
S-1a DCL, EtOAc 301 121, 145
S-1a Hex, DCL, EtOAc 301 121, 145
S-1a DCL 301 286, 168
S-2 Hex 285 270, 242
S-3 DCL, EtOAc 299 284, 269
S-4 Hex 315 300

111.2.6. Conclusao

Trés diferentes fracdbes de A. chica se mostraram ativas contra
Trychophyton spp., sdo eles: Hex-dry, DCL-dry e EtOAc-dry. As fragbes foram
caracterizadas por XIC utilizando LC-MS/MS e pela primeira vez isdbmeros de uma
das raras 3-desoxiantocianidinas, a S-1, foram detectadas ao lado de outras
substancias caracteristicas da A. chica.

A fragcdo rica em 3-desoxiantocianidinas denominado 3DAE, mostrou
baixo nivel de atividade comparada com outros extratos testados, concluindo que
estas substancias ndo sao responsaveis pela atividade antifungica encontrada, ou
se o forem sdo necessérias substancias sinérgicas que atuem em conjunto com elas

para apresentar atividade.
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ll.3. Outras atividades de extratos das folhas da A. chica

111.3.1. Atividade anti-inflamatoria e cicatrizante

Os testes para avaliagdo das atividades anti-inflamatéria e cicatrizante
foram realizados em colaboracdo com a Profa. Dra. Daniela de A. Cabrini,
Laboratério de dor, febre e inflamacgéo, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Departamento
de Farmacologia, UFPR, Maringa, PR.

[11.3.1.1. Amostras testadas

As amostras testadas foram: 3DAE e EtOH-dry (descritos em Il.1.1.3 e
l11.1.3) e S-3 conforme descrito em 11.1.1.5.

[11.3.1.2. Descricao dos testes

Dois modelos foram usados para avaliagdo dos extratos:

- Edema de orelha: induzido por éleo de créton, a espessura da orelha foi
medida antes e apds a indugao da inflamacao.

- Cicatrizacao apés incisao: Os animais foram submetidos a incisdo dorsal
e tratados com os extratos. O fechamento da ferida foi quantificado através da taxa
de cicatrizagéo.

[11.3.1.3. Resultados e conclusao

- Edema de orelha: O extrato 3DAE reduziu a formagdo do edema de
orelha de forma dose-dependente, resultando em Dlsg = 0,45 mg / orelha (dose que
inibe 50% do edema), e demonstrando uma Imax = 60 + 8 % (inibicdo maxima). O
extrato EtOH-dry ndo mostrou efeito. A S-3 demonstrou um efeito
antiedematogénico leve (Iméx = 30 £ 5 %).

- Cicatrizacdao: Os extratos em geral ndo apresentaram alteragdo na
contragéo dos ferimentos quando comparados com o grupo controle.

Os resultados mostraram que o extrato 3DAE tenha efeito anti-
inflamatério tépico, sendo mais efetivo que S-3, sugerindo que a combinacao das 3-
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desoxiantocianidinas ou o efeito de alguma outra desoxiantocianidinas presente em

3DAE tenha efeito maior que a S-3 isolada.

111.3.2. Citotoxicidade

Os testes para avaliacdo da citotoxicidade foram realizados em
colaboragdo com a Profa. Dra. Carmem V. Ferreira e as alunas de doutorado Daisy
Machado e Roberta Sousa, Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia,
Unicamp.

[11.3.2.1. Amostras testadas

Os extratos testados foram EtOH-dry e 3DAE (obtencdo descritas nos
itens 11.1.1.3 e 111.1.3).

[11.3.2.2. Descricao dos testes

Foram realizados ensaios de captagdao de vermelho neutro (NRU),
viabilidade celular por reducédo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-il]-2,5-
difenil tetrazdlio; Sigma) e medida da proliferacdo celular. Os ensaios utilizaram
células de queratindcitos humanas (células da epiderme) e células cancerigenas de
préstata e leucémicas, para estas ultimas utilizou-se apenas o teste de MTT.

Captacao de vermelho neutro (NRU): A técnica se baseia na absor¢ao da
substancia vermelho neutro (NR - cloridrato de amino-m-dimetilamino-2-metil-
fenazina) pelos lisossomos das células (BORENFREUND e PUERNER, 1985).

Ensaios de viabilidade celular por reducdo de MTT: A técnica se baseia
na absorcao de MTT pelas mitocéndrias das células (MOSMANN, 1983).

Medida da proliferacdo celular: A técnica se baseia nos acidos nucléicos
das células (GESZTESI, 1990).

[11.3.2.3. Resultados e Discussao

- Ensaios com células de queratinécitos humana (células da epiderme):
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As células foram plagueadas no meio de cultura. Apés tratamento com o
extrato EtOH-dry, em concentragdo de 100 pug / mL, os ensaios com NR resultaram
em 94 % de sobrevivéncia das células, 96 % para os ensaios com MTT e 70 % para
a técnica da proliferacdo celular. Apds tratamento com o extrato 3DAE, em
concentracao de 100 pg / mL, os ensaios com NR resultaram em 93 % de
sobrevivéncia das células, 62 % para os ensaios com MTT e 50 % para a técnica da

proliferacao celular.

- Ensaios com células de cancer de préstata e leucémicas:

Foram utilizadas células de cancer de prostata androgénio independente
(linhagem PC3), exemplo de um céancer de prostata num estagio mais avancado, e
células de leucemia eritroblastoide (linhagem K562), exemplo de leucemia cujo
paciente possui elevados niveis de eritrdcitos (hemacias) imaturos na corrente
sanguinea. As células K562 e PC3 foram cultivadas em placas e em seguida
tratadas com o composto em teste em diferentes concentragées. Foi feito o teste de
viabilidade celular pelo método de MTT.

Para as células PC3, 50 ug / mL do extrato 3DAE resultou em 70 % de
morte das células cancerigenas expressa em porcentagem de redugcdo de MTT.
Para as células K562, 100 ug / mL do extrato resultou em 40 % de morte das células

leucémicas expressa em porcentagem de reducdo de MTT.

[11.3.2.4. Conclusao

Nenhum dos extratos foi considerado toxico nas concentracoes testadas
para as células de queratinécios humana.

O extrato 3DAE foi considerado téxico para os dois tipos de células
cancerigenas testadas com 70 % de morte das células PC3. Numa primeira
investigagcdo, portanto, o extrato concentrado nas 3-desoxiantocianidinas mostrou

atividade anticAncer que merece ser melhor investigada.
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lll.4. Conclusao do capitulo

Extratos ricos nas 3-desoxiantocianidinas assim como fracbes dos
extratos das folhas da A. chica foram avaliados frente a algumas atividades
biolégicas e resultados positivos foram obtidos.

A atividade antimicrobiana encontrada frente a Trychophyton spp foi
bastante acentuada para algumas fragdes obtidas de extragdes da planta, no
entanto ndo foram as fragbes ricas em desoxiantocianidinas que geraram o0s
melhores resultados neste caso, nos levando a concluir que a atividade antifungica
encontrada ndo se deve a essas substancias, ao menos isoladamente. Este estudo
resultou numa patente (BARATA et al., 2006).

Com respeito as atividades anti-inflamatéria e cicatrizante, o extrato rico
nas 3-desoxiantocianidinas (3DAE) mostrou efeito anti-inflamatério topico maior que
o efeito da substancia isolada S-3, sugerindo efeito positivo de sinergismo ou efeito
de alguma outra desoxiantocianidina presente em 3DAE.

Os testes de toxicidade utilizando alguns extratos das folhas da A. chica
mostraram minima reagdo com as células de queratin6cios humana. Um dos
extratos testados, rico nas 3-desoxiantocianidinas, foi considerado téxico para as
células cancerigenas testadas. Este estudo pode ser uma sugestao para um estudo
mais aprofundado.
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IV.1. Material e Métodos

1IV.1.1. Planta

As folhas da A. chica foram coletadas na cidade de Maringa, PR. Uma
exsicata foi depositada no herbario do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas — Unicamp sob o niumero de acesso UEC 145.956.

IV.1.2. Solventes e reagentes utilizados

Alcool etilico P.A. utilizado nas extragdes, Vetec® e Synth®.
Diclorometano P.A., hexano P.A. acetato de etila P.A., metanol P.A., &cido cloridrico
concentrado P.A. Solvente para as solugbes tampao: acido acético glacial P.A.,
acetato de sédio anidro P.A., fosfato de potassio anidro P.A, hidroxido de sédio P.A.,

cloreto de potassio P.A., hidroxido de potassio P.A., 4cido bérico P.A. Synth®,
IV.1.3. Equipamentos utilizados

Espectrofotdmetro ultravioleta-visivel Agilent modelo 8453 de arranjo de
diodos. Ldmpada de Xen6nio com emissao entre 200 e 750 nm Ocean Optics®,
medidor de pH portatil Marte MB-10. Mini-colunas Sep-Pak C18, Waters Associates,
Milford, MA.

IV.1.4. Obtencao dos extratos

Extrato 1 - Obtencgéo de extrato etandlico (EtOH-dry)

A obtencdo do extrato EtOH-dry é descrita no item Ill.1.3 com mais
detalhes. A obtencao do extrato partiu de 50 g de folhas moidas extraidas com 500
mL de solucdo de etanol 30 % com constante agitacdo. Apds a extracdo a solugcéao
foi filtrada em papel de filtro, parcialmente evaporada e em seguida liofilizada até

obter um extrato etandlico seco.
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Extrato 2 - Obtencao de extrato diclorometano (DCM) e S-3.

A obtencéo do extrato DCM e S-3 esta descrita em 11.1.1.5. A obtengéo do
extrato partiu de 50 g de folhas secas e trituradas extraida com agua e depois de
secas foram extraidas com hexano e finalmente extraidas com diclorometano. O
extrato de diclorometano evaporado até secura resultando no extrato DCM.
Posteriormente o extrato DCM foi purificado utilizando-se extracdo em fase sélida e
resultando numa fragcéo rica na S-3. A caracterizacdo de S-3 esta descrita no item
I1.1.1.6.

Extrato 3 - Obtencao de extrato rico nas 3-desoxiantocianidinas (3DAE)

A obtencdo do extrato rico nas 3-desoxiantocianidinas (3DAE) esta
descrito em 11.1.1.3. A obtencao do extrato partiu de folhas trituradas de A. chica que
foram maceradas e extraidas em sequéncia com agua, hexano e metanol
acidificado. O ultimo extrato, metandlico acidificado foi concentrado e purificado
utilizando-se extracdo em fase sdlida resultando num extrato rico nas 3-

desoxiantocinidinas.

IV.1.5. Solucoées Tampao

As solugdes tampéao utilizadas neste capitulo, pH 1, 4, 7, 10 e 12, foram
preparadas de acordo com as recomendacdes da bibliografia (PERRIN e
DEMPSEY, 1974; MORITA e ASSUMPCAO, 1972). A solucéo de pH 1 foi preparada
utilizando-se solucao Clark-Lubs, misturando-se 50 mL de solucdo 0,2 M de KClI e
97 mL de solugdo 0,2 M de HCI num volume total de 200 mL, de acordo com a
Tabela 14. A solugcédo de pH 4 foi preparada utilizando-se solugdo tampéao de &cido
acético — acetato de soédio (AcOH — AcONa), misturando-se 75,3 mL de solucao 2 M
de AcOH e 24,7 mL de solucdo 2 M de NaOAc num volume total de 1 litro. A solucao
de pH 7 foi preparada utilizando-se solucdo tampao de fosfato de potassio —
hidréxido de sdédio (KH2PO4 — NaOH), misturando-se 50 mL de solugédo 0,1 M de
KH2PO4 e 29,63 mL de solugdo 0,1 M de NaOH num volume total de 100 ML. A
solugédo de pH 10 foi preparada utilizando-se solugdo tampéo de é&cido borico -
cloreto de potassio e hidroxido de sodio (H3BO3-KCI, NaOH) de acordo com a Tabela
14. A solucdo de pH 12 foi preparada utilizando-se solugdo tampao de Ringer de
fosfato de sddio — hidroxido de potassio (NaoHPO, — NaOH), misturando-se 50 mL
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de solucao 0,1 M de NaxHPO4 e 75 mL de solucéo 0,1 M de NaOH. Os valores de

pH foram conferidos e ajustados utilizando-se um medidor de pH portatil.

Tabela 14. Solugdes tampao preparadas para os valores de pH 1,4,7,10 e 12.

KCI HCI AcOH AcONa KH,PO, NaOH H;BOs;KCl Na,HPO, Volume
02M) (0.2M) (M) (2M)  (0.1M)  (0.1M) (0.1 M) (0.1M) final

pH 1 50 97 200
pH 4 753 247 1000
pH 7 50 29.63 100
pH 10 43.90 50 93,90
pH 12 75 50 125

* Valores expressos em mL

IV.1.6. Medidas espectrais na regiao de UV-vis

Espectros de absorgdo de ultravioleta foram obtidos utilizando-se
espectrofotbmetro UV-vis e cubeta de quartzo de 1 cm de caminho o6tico. A
temperatura foi fixada em 25 (£ 0.1) °C em constante agitagdo. Os espectros foram
obtidos em diferentes valores de pH. As solugdes foram mantidas sob agitacdo
utilizando micro agitador magnético. A radiacado ultravioleta foi gerada por uma
lampada de xenbnio, emitindo radiacao de 220 a 750 nm. A lampada foi utilizada
como uma fonte para emissdo de radiacdo (equipamento Ocean Optics®). O
equipamento contendo a lampada foi fixado em pedestal com garras sobre a
amostra.

Os dados experimentais foram processados utilizando o programa
MatLab 7.0® com aplicagdo das ferramentas de PLS toolbox 4.0® e as ferramentas
para a aplicagdo de MCR-ALS disponibilizadas por JAUMOT (2005) e JUAN e
TAULER (2006).

O extrato EtOH-dry e a S-3 (carajurina) foram primeiramente solubilizados
em etanol e posteriormente diluidos em solu¢des tampédo de pH 1, 4,7, 10 e 12 (1:1
v/v) (Tabela 14) numa concentragao tal que a absorbancia ficasse em torno de 0,8
Amax (comprimento de onde maximo) na banda visivel. A preparacao das solugdes se
deu imediatamente antes do inicio de cada analise para evitar degradagédo prévia
indesejada. As amostras foram analisadas com e sem radiacdo de UV por um

periodo de 24 horas.
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De acordo com a literatura, as principais espécies de antocianinas
encontradas desde o0 meio acido até o alcalino sao cétion flavilico (AH+), anidrobase
quinoidal (A), quinoidal ionizada (A-), pseudobase carbinol (B), cis-chalcona (C¢) e
trans-chalcona (C;). A Figura 25 mostra uma proposta de transformacodes estruturais
do ion carajurina encontrado na A. chica, em meio acido, analogo a proposta para
antocininas feito por MELO (2002). Vérias espécies podem estar envolvidas neste
complexo equilibrio. O cation flavilico (AH") é a espécie predominante a baixo pH
(<2) que facilmente desprotona para formar a (anidro)base quinoidal (A) ou a
pseudobase carbinol sem cor (B). A forma carbinol ndo absorve luz e se encontra
em equilibrio tautomérico com a cis-chalcona (Cc) que por sua vez também
isomeriza a trans-chalcona (Ct) através de uma reacao de isomerizacao cis-trans
(BROUILLARD, 1982). A intensidade da cor da solu¢cdo aumenta em pH basico e o
comprimento de onda maximo (Amax) € diferente daquele registrado para pH acidos
(REIN e HEINONEN, 2004).

O equilibrio de hidratacdo e isomerizagdo encontrados para este tipo de
substancia pode ocorrer tanto por presenca de luz como frente a uma mudanca de
pH, e a combinacao destes dois equilibrios permitem a formacao de uma variedade
de espécies, fazendo destes compostos modelos interessantes de sistemas (MELO
et al., 2002). O sistema de equilibrio da S-3, carajurina, proposto neste trabalho é
descrito pelas equacdes (1) — (4).

AH' A+ H" oquilibro acido-base 1)
Ky

AH' B+ H"  oquilibrio de hidratagao 2)
K1

B Ce equilibrio tautomérico do anel/cadeia  (3)

Cc = Cr

equilibrio isomérico (4)
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Figura 25. Transformacgao estrutural da S-3, carajurina, em meio acido. Onde
AH+ é o cétion flavilico, A é a anidrobase quinoidal, B é a pseudo base carbinol, Cc a cis-
chalcona e Ct a trans-chalcona.

Para o tratamento quimiométrico, os conjuntos de dados foram
rearranjados na forma de matrizes de 288 x 531, ou seja, 288 espectros (tempos)
por 531 valores de absorbancia (em diferentes comprimentos de onda), utilizando-se
assim o intervalo de 220 a 750 nm. As amostras foram analisadas durante 24 horas,
medindo-se espectros a cada 5 minutos. Os espectros foram monitorados com o

tempo, com e sem exposi¢ao a radiacao ultravioleta.

IV.1.7. Avaliacao do tempo de meia vida através da cinética de reacao

Os espectros de absorcao de ultravioleta foram obtidos conforme descrito
em IV.1.6.
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Alguns estudos (PROVENZI et al., 2006; SILVA et al., 2010) analisaram a
estabilidade de extratos e substancias isoladas de antocianinas avaliando o tempo
de meia vida através da cinética de reacdo. Estas referéncias utilizaram lampadas
de 40 W, portanto dificeis de comparar os resultados.

A partir dos valores de absorbancia do Amax da regido do visivel no
decorrer das 24 horas de experimento foi possivel calcular os valores das
constantes de velocidade de degradagédo de primeira ordem (K) e o tempo de meia
vida correspondente (t12). K é obtido através da inclinacdo da reta do gréafico do
logaritmo neperiano da absorbancia vs. o tempo. A partir de K, obteve-se o tempo de
meia vida pela relacao ti2 = (In 2) / K. Ambos sao usados como parametros para
estimar a estabilidade de uma amostra. Os valores de t12 nas condicées de escuro e
radiacdo UV, indicam o numero de horas necessérias para perda de 50% da cor
original.

Os extratos utilizados e descritos em 1V.1.4, etandlico (EtOH-dry), S-3
(carajurina), diclorometano (DCM) e concentrado nas 3-desoxiantocianidinas (3DAE)
foram novamente solubilizados em etanol e diluidos em solu¢ées tampé&o de pH 1, 4,
7,10 e 12 (1:1 v/v) da mesma maneira como foi feito em IV.1.6. As amostras foram
analisadas com e sem radiacéo de UV por um periodo de 24 horas.
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IV.2. Resultados e Discussao

IV.2.1. Medidas espectrais na regiao de UV-vis

Para os extratos EtOH-dry e S-3, apos rearranjo dos dados, as matrizes
geradas utilizando esses extratos foram comparadas utilizando-se o método MCR-
ALS para a obtencdo dos valores de concentracao relativa, assim como 0s
espectros dos compostos presentes na amostra. Para a aplicacdo de MCR-ALS,
utilizou-se PURE como método de estimativa inicial dos perfis de concentracao e
espectros. Foi também realizada uma Analise de Componentes Principais (PCA) e
Decomposicdao em Valores Singulares (SVD) para se estimar o posto da matriz em

cada valor de pH. Os resultados obtidos para cada extrato serdo discutidos a seguir.

IV.2.1.1. Substancia S-3, carajurina

A andlise de Componentes Principais Multi-modo (MPCA) foi realizada
para verificar a similaridade entre os dados. Para a aplicacdo de MPCA, as matrizes
foram ordenadas em forma de um arranjo tridimensional do tipo: pH x Tempo x
Comprimento de onda (nm), para as amostras com exposicao a radiacao UV e para
as amostras sem exposicao a radiacao UV (escuro, identificadas como “e”) (Figura
26).

Para a amostra S-3 com e sem exposi¢cdo a radiacao UV, a primeira
componente explica 93,22 % da variancia total dos dados, enquanto a segunda
componente explica apenas 5,01 %. Ao analisar-se PC1 x PC2, sao formados quatro
diferentes grupos de matrizes, sendo que 0s grupos similares encontram-se
proximos.

Considera-se que o primeiro grupo € referente ao meio acido (valores de
pH 4) onde as duas amostras expostas a radiagao e deixada no escuro encontram-
se no mesmo grupo, isto sugere a existéncia de grande similaridade entre essas
matrizes e dando indicios de que neste grupo devem estar presentes as mesmas
substancias e com comportamento semelhante apesar de se apresentarem em
quadrantes diferentes.
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Figura 26. MPCA para matrizes referentes a dados de S-3 diluidos em
diferentes solugdes de pH (1, 4, 7, 10 e 12) no escuro (e) e com exposi¢ao a radiagcao UV.

O segundo grupo refere-se aos valores exposto a radiacdo UV de pH 7 e
12, o terceiro aos valores no escuro de pH 7 e 12. Estes dois grupos, por sua vez,
apresentam-se bastante proximos, sugerindo a presenca de substancias similares.

O quarto grupo formado pelos valores de pH 10 também se encontram
bastante préximos e mais uma vez sugerindo mesmo numero de substancias.

Nestas condicbes, as amostras analisadas em pH 1 ndo apresentam
similaridade com nenhuma outra.

Nota-se que com a diminuicdo da disponibilidade de prétons no meio, as
matrizes comecam a se assemelhar, grupos compostos pelas matrizes referentes
aos pHs 7, 10 e 12 encontram-se proximos entre si e no mesmo quadrante.

Para entender mais sobre a amostra analisada nos diferentes valores de
pH, é necessario buscar informagdes sobre a composicdo (0s espectros e
comportamento cinético) das substancias envolvidas na S-3. Com as informacdes
sobre a similaridade entre as matrizes, obtidas a partir dos resultados de MPCA e
com as informacgdes obtidas sobre o posto (0 numero de contribuicbes quimicas) da
matriz (amostra) a partir das analises por PCA, foi realizada uma decomposicao em

valores singulares (SVD) para ajudar na escolha do numero de componentes
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necessarios para explicar a variancia dos dados na amostra. Em seguida, foi
aplicado MCR-ALS.

Para que se aplique MCR-ALS, é necessario que se tenha uma estimativa
inicial dos espectros ou das concentragdes dos componentes presentes. Apesar da
dificuldade na determinacdo exata do numero de contribuicbes quimicas
determinadas neste passo, o processo € facilitado quando se tem conhecimento do
sistema quimico em analise. No caso das antocianinas, em meio extremamente
acido (pH entre 1 e 2), segundo a literatura (TERCI e ROSSI, 2002), a espécie
predominante deve ser o cation flavilico (AH+).

Em estudos anteriores (HONG e WROLSTAD, 1990) foi verificado que
propriedades estruturais das antocianinas podem ser obtidas a partir de dados
espectrais. A maioria das antocianidinas quando em meio acido apresenta a banda
de maior absor¢éo na regiao visivel préxima a 520 nm, caracteristica da absorgao do
cation flavilico. Esta informacao pode ser muito Gtil no monitoramento desta espécie
quanto a sua transformagéao\equilibrio com outra forma estrutural.

A Figura 27 mostra os espectros para S-3 diluido em solugdes tampao de
diferentes valores de pH. Os espectros foram obtidos aplicando-se MCR aos dados.
Observa-se que o perfil cinético do extrato diluido com solucdo tampao pH 1 é
bastante estavel quando deixado na auséncia de radiacao por 24 horas (Figura 24b),
mostrando uma leve degradacdo da amostra, sugere-se que seja a estrutura de um
cation flavilico (DEVIA et al., 2002). Apds 24 horas de exposi¢ao a radiagdo UV, uma
pequena degradacao é observada com um decréscimo na absorbancia em 471 nm
(regido do cation flavilico) e um aumento da absorbancia em 291 nm, regido
caracteristica da base carbinol (MARCO e SCARMINIO, 2007) (Figura 27a). A
aplicacdo do método PCA mostra que para estes dados, um unico fator é usado
para explicar 99,99 % da variancia dos dados para a amostra deixada na auséncia
de radiagdo enquanto que dois fatores sdo necessarios para a amostra submetida a
radiacao UV (Tabela 15).

Para a mesma amostra diluida em solugdo tampéao pH 4, os espectros
recuperados por MCR mostram que a absorcao da radiacdo gera a degradacao de
substancias coloridas, observando-se a diminuicdo da absorcdo em 487 nm. Pode-
se observar também uma alteragédo na banda de comprimento de onda maximo de
295 para 281 assim como uma alteracdo na absorbancia (Figura 24c). Estes
resultados levam a conclusédo de que as substancias presentes em solugéo pH 4 séao
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cations fravilicos que se transformam em outra substancia que muito provavelmente
seria a base carbinol, de acordo com 0 An. Na regido do UV. O PCA mostra que 2
fatores sdo necessarios para explicar 99,97 % dos dados de varidncia para a
solucdo exposta a radiacdo. A mesma solug¢do a pH 4 mostra que quando deixada
na auséncia da radiacdo gera uma pequena mudanca na absorcdo (Figura 27d),
aplicando-se o PCA, 2 fatores explicam 99,99 % dos dados de variancia. Como
abordado por Margo et al. (2005), solugées de antocianinas sdao uma mistura de
diferentes estruturas, 0 que leva a conclusdao ser quase impossivel obter um
espectro puro de cada espécie, sem considerar que os espectros de absorcao dos
isbmeros da chalcona cis e trans sao praticamente idénticos. Apesar do fato do
modelo MCR ter sido capaz de separar as bandas de absorcao, estes espectros néo
mostram evidéncia da presenca de espécies intermediarias. Melo et al. (2002)
explicam que a conversao destas estruturas de AH* para A e de A para B e Cc pode
levar apenas fracao de segundos, ao passo que a formacéao de Ct, substancia mais
estavel, ocorre numa velocidade mais lenta.

Para S-3 diluido em solucao tampéo pH 7 e 12 (Figura 27e, {, i, j), tanto
no escuro como sob radiacdo UV por 24 horas, os resultados de MCR mostram
espectros com a maxima absorcdo em 293 nm e 278 nm respectivamente,
absorvendo na regido do visivel, ambos em 484 nm. O PCA mostra que um fator é
capaz de explicar mais que 99,95 % da variancia total dos dados.

A diluicdo do extrato em pH 10 (Figura 27g, h) mostra uma forte
transformacao dos espectros obtidos por MCR iniciando com bandas de absorcao
em 276, 306 e 485 nm e alterando-se para 276 e 380 nm, 0 que sugere que a
formagéao da chalcona ionizada cis e/ou trans € dominante (LEVI et al., 2004). O
PCA mostra que 2 fatores explicam 100 % dos dados de variancia. De acordo com
Melo et al. (2002) em meio basico, trans-chalconas carregadas negativamente sédo
predominantes. Préximo de 276 nm, o pico de absor¢do pode estar correlacionado
com a estrutura da base carbinol. A aplicagdo do PCA mostra que 2 fatores explicam
99,93 % dos dados de variancia na presenca da radiacdo enquanto que a mesma
mostra na auséncia de radiagdo necessita apenas de 2 fatores para explicar 100 %
dos dados, ou seja, sugerindo que apenas 2 espécies estejam presentes em
equilibrio.
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Figura 27. Espectros recuperados e perfil cinético recuperados pela aplicacao
de MCR-ALS na matriz de dados de S-3 diluido em solu¢des de pH com e sem radiagéao UV.
a) pH 1 sob radiagéo UV, b) pH 1 na auséncia de radiagéo, c) pH 4 sob radiagao UV, b) pH
4 na auséncia de radiacao, e) pH 7 sob radiacdo UV, f) pH 7 na auséncia de radiacao, g) pH
10 sob radiacdo UV, h) pH 10 na auséncia de radiacéo, i) pH 12 sob radiacao UV, j) pH 12
na auséncia de radiacdo. Cada espectro (linhas pontilhadas e cheias) representam

substancias previstas po

r andlise quimiométrica.
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Tabela 15. Numero de componentes principais (PCs) necessarios para explicar
100% da variancia dos dados para cada valor de pH para S-3 sem e com exposicao a
radiacao ultravioleta.

Substancia S-3
Valores de pH

Sem radiacao UV Com radiacao UV
1 1 2
4 2 2
7 1 1
10 2 2
12 1 1

Observa-se que a amostra que recebeu radiacdo UV apresentou em
média um componente principal a mais que a amostra monitorada sem exposicao a
radiacao para descrever praticamente toda a variancia dos dados, de 99.9 % a 100
%. lIsto indica que a radiacdo deve exercer influéncia na composicdo da amostra,
com excecao do pH 1 que mostrou o0 mesmo numero de fatores. No entanto, o
namero de componentes principais de uma amostra nao s6 esta relacionado ao
namero de contribuicbes quimicas presentes na amostra, mas pode também estar
relacionado ao ruido das medidas, impurezas das amostras e outros fatores que
podem influenciar na variancia total. Um conhecimento quimico, portanto, é
importante, em casos envolvendo matrizes de dados (sistemas quimicos) mais
complexas, de ferramentas computacionais que possam auxiliar na analise e
interpretacédo do sistema em questao.

Diferentemente das antocianinas, a S-3 nao parece apresentar as
espécies A, B e AH" ao mesmo tempo em meio acido, em outras palavras, os perfis
dos espectros da carajurina ndo apresentam mudancas suficientes no decorrer do
experimento de degradacao para observar estas estruturas. O comportamento dos
espectros da carajurina, analisados e recuperados através de MCR sao diferentes
dos extratos de antocianinas em geral (LEVI et al., 2004) com exce¢cao do meio
acido onde ambas apresentam fortes absorbancias na regido caracteristica do ion
flavilico em pH 1 e uma intensidade um pouco menor em pH acido um pouco mais
elevado. Pode ser considerado bastante peculiar que os espectros de S-3 apH 7 e

12 ainda apresentem tal perfil caracteristico, demonstrando assim uma alta
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estabilidade para S-3. O perfil de antocianinas muda dramaticamente quando
considerados os mesmos pH’'s e mesmas condi¢cdes de experimento (MARCO et.
al., 2005). Outra comparacao interessante é a analise da diferenga dos espectros de
ambas substancia quando submetidos a radiacdo UV, muitos experimentos que
utilizam antocianinas puras duram apenas minutos ou no maximo poucas horas para
que tenha sua substancia degradada completamente. No entanto, utilizando as
desoxiantocianidinas tem-se que a cor do extrato permanece por muitas horas
confirmando assim um perfil bastante estavel por horas e em condi¢des extremas de

exposicao a radiacao UV.

IV.2.1.2. Extrato etandlico, EtOH-dry

Para a amostra do extrato etandlico aplica-se MPCA nas matrizes pH x
Tempo x Comprimento de onda (nm) para as amostras expostas a radiacao e para
aquelas deixadas no escuro (identificadas como “e”) (Figura 28). A primeira
componente explica 96,65 % da variancia total dos dados enquanto a segunda
componente explica 1,88 %. Analisando-se PC1 x PC2 observa-se mais uma vez a
presenca de quatro grupos diferentes de matrizes. Os grupos similares sao
formados por amostras de mesmo pH, ou seja, expostas a radiacdo e escuro. Os
grupos compostos pelas matrizes de pH 10 e 12 encontram-se bastante proximas
sugerindo a presenca de substancias similares. Os grupos de pH 1, 10 e 12
encontram-se no mesmo quadrante.

A partir das analises por PCA foi realizada uma decomposi¢cdo em valores
singulares (SVD) para se chegar ao numero de componentes necessarios para
explicar a variancia de dados na amostra. Em seguida, tal qual como foi feita com a
amostra anterior, foi aplicado MCR-ALS.
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Figura 28. MPCA para matrizes referentes a dados de extrato bruto etandlico no
escuro (e) e com exposicao a radiagao UV.

Os espectros recuperados por MCR para o extrato etandlico de A. chica
diluidos em cinco diferentes solugdes de pH apresentaram uma pequena variagao
apods 24 horas na auséncia da radiacao e exposto a radiacdo UV (Figura 29). Os
espectros mostraram uma forte absorbancia na regido de 240 e 340 nm quando
comparados com a regiao entre 400 e 550 nm (regido do visivel), sugerindo que
existem outras substancias destituidas de cor na composicao do extrato. A pequena
variacdo nas absorbancias dos espectros confirma a presenca de reagdes de co-
pigmentagdo, ou seja, moléculas coloridas devem reagir com outros compostos
através de mecanismos inter e intra moleculares resultando numa maior estabilidade
do extrato. Isto explica porque sucos de frutas sdo muito mais estaveis que as
substancias coloridas isoladas (BROUILLARD, 1983; REIN e HEINONEN, 2004).
Reacdes de co-pigmentacdo aumentam a intensidade das cores de extratos
contendo antocianinas e desoxiantocianidinas e como resultado pode acontecer um
deslocamento batocrémico ou hipercrémico, principalmente em meio acido. Neste
caso, em todos os experimentos com as diferentes solucbes de pH foram
observados deslocamentos batocrdmicos. O mesmo ocorreu para extratos
etandlicos contendo antocianinas (MARCO e SCARMINIO, 2007), levando a
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conclusdo que outras substancias, muito provavelmente co-pigmentos contribuem
para a estabilidade do extrato. Aplicando-se o modelo PCA, pode-se observar que
para as cinco solugbes de pH diferentes, em geral 1 fator ou no maximo 2 explicam
no minimo 99,99 % da variancia dos dados.

Para a solucédo a pH 1, aplicando-se o0 método PCA tem-se que 1 fator é
necessario para explicar 99,94 % da variancia dos dados para a amostra submetida
a radiacdo UV e 2 fatores explicam 99,99 % para esta mesma amostra. Para a
amostra deixada no escuro durante o0 mesmo periodo tem-se que apenas 1 fator
explica 99,99 %.

Para a mesma amostra diluida em solugdo tampao pH 4, os espectros
recuperados por MCR mostram que sob radiacdo a absorcdo das substancias
coloridas diminuem em 487 nm assim como na faixa de 240 a 340 nm. O PCA
mostra que 2 fatores sdo necessarios para explicar 100 % dos dados. A mesma
solucdo a pH 4 mostra que na auséncia de radiacao aplicando-se o PCA, 1 fator é
suficiente para explicar 100 % dos dados de variancia. Provavel que o modelo de
MCR nao foi capaz aqui de separar as bandas de absorcgéo.

Para a mesma amostra diluida nas solucdes de pH 7, 10 e 12, e deixadas
tanto no escuro como expostas a radiacdo UV por 24 horas, os espectros
recuperados por MCR mostram uma pequena variagao na absorbancia na regiao do
visivel para pH 7 e uma variagdo maior para os pHs 10 e 12. O PCA mostra que 2
fatores explicam 99,99 % dos dados de variancia para os 3 valores de pH, tanto para
amostras deixadas no escuro como para aquelas expostas a variancia de UV. A
Tabela 16 mostra um resumo do numero de componentes principais para as

diferentes solugdes de pH.
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Figura 29. Espectros e perfil cinético recuperados pela aplicacao de MCR-ALS
na matriz de dados do extrato etandlico (EtOH-dry) diluido em diferentes solugbes de pH
com e sem radiagao UV. a) pH 1 sob radiagdo UV, b) pH 1 na auséncia de radiacao, c) pH 4
sob radiacdo UV, d) pH 4 na auséncia de radiacao, e€) pH 7 sob radiacdo UV, f) pH 7 na
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auséncia de radiacao, g) pH 10 sob radiacao UV, h) pH 10 na auséncia de radiacao, i) pH 12
sob radiacdo UV, j) pH 12 na auséncia de radiagao. Cada espectro (linhas verdes e azuis)
representam substancias previstas por analise quimiométrica.

Tabela 16. Numero de componentes principais (PCs) necessarios para explicar
100% da variancia dos dados para cada valor de pH para o extrato etandlico (EtOH-dry)
sem e com exposi¢ao a radiacao ultravioleta.

Extrato Etandlico

Valores de pH

Sem radiagao UV Com radiagao UV
1 1 2
4 1 2
7 2 2
10 2 2
12 2 2

hY

Estes resultados levam a conclusdo que o extrato etandlico é
razoavelmente estavel e que as espécies que o compdem nao variaram muito no
decorrer das 24 horas de experimento, tanto na auséncia da radiagdo como
expostas a radiagdo UV. Este teste mostra um bom exemplo de que o numero de
componentes principais de uma amostra ndo necessariamente esta correlacionado

com o numero de contribuicbes quimicas presentes na amostra.

IV.2.2. Avaliacao do tempo de meia vida através da cinética de reacao

IV.2.2.1. Extrato S-3

A partir dos valores de absorbancia do Amax da regido do visivel no
decorrer das 24 horas de experimento (Figura 30) foi possivel calcular os valores
das constantes de velocidade de degradacao de primeira ordem (K) e o tempo de
meia vida correspondente (ti2) (Tabela 17). Ambos sdo usados como parametros
para estimar a estabilidade de uma amostra. Os valores de ti» nas condicbes de
escuro e radiacao UV, indicam o numero de horas necessarias para perda de 50%

da cor original. Para S-3 avaliado, em geral, observou-se um nimero de horas para
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t12 a0 abrigo da luz maior e algumas vezes bastante maior comparativamente com

0s extratos expostos a radiagao UV.
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Figura 30. Efeito da radiacdo e pH na estabilidade de S-3. Em azul escuro o
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espectro inicial e em vermelho o espectro final ap6s 24 horas.
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Tabela 17. Efeito do pH e da presenga de radiagéo sobre os valores de Anax vis
inicial e final, constante de velocidade de reagao (k) e tempo de meia-vida (t;,2) para S-3.

)‘max (nm)

pH Exposicdo k(h") t2(h)
Inicial Final
o 204 291
1 radiagao UV 473 472 00144 48
294 2904
escuro 473 473 -0.0222 -3
— 595 273
) radiagao UV 484 484 0065 10
293 202
escuro 485 485 0.0182 38
— 593 293
. radiagao UV 484 484 00085 81
293 293
escuro 487 486 0.0026 266
576 276
o 306 ;
radiacao UV X 393
0 489 - 00824 8
276 275
306 .
escuro _ 401
486 486 0.0513 13
579 279
radiacdo UV 294 292
i 485 484 00098 70
279 279
escuro 294 292
486 486  0.0003 2310

Comparando-se com a literatura (OLIVEIRA, 2001), observa-se que o0s

resultados aqui apresentados sugerem tempos de meia vida muito menores que

para antocianinas, mas deve-se lembrar que as condi¢gées dos experimentos foram

diferentes. A prépria radiacdo das lampadas do espectrofotometro, registrando

espectros a cada 15 minutos durante o periodo de 24 horas, ja sugerem uma

situacao extrema. A radiacao UV utilizada € mais agressiva que lampadas de 40 W.

Os valores de k indicam que a radiacdo UV possui efeito sobre a

degradacao das desoxiantocianidinas pois todas as solu¢des submetidas a radiacao

possuem valores de k maiores que quando as amostras foram deixadas na auséncia

de luz. Quando diluida em pH 10 a solugédo apresenta os menores valores de tempo
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de meia vida (seguido da diluicado em pH 4 e finalmente a pH 1) sugerindo uma
maior instabilidade da amostra neste valor de pH, ou seja, a amostra neste pH
precisa de menos horas para perder 50 % da sua cor original. Quando diluida em pH
12 a solugédo apresenta os maiores valores de tempo de meia vida seguido de
diluicdo em pH 7 na auséncia da luz. A pH 7 é quando a amostra apresenta a maior
estabilidade sob radiacdo UV levando 81 horas para degradar 50 % de sua cor
seguido de diluigdo em pH 12.

IV.2.2.2. Extrato etandlico, EtOH-dry

A partir dos valores de absorbancia para Anax da regido do visivel no
decorrer das 24 horas de experimento (Figura 31) foi possivel calcular os valores
das constantes de velocidade de degradacédo de primeira ordem (k) e o tempo de
meia vida correspondente (t12) (Tabela 18). Os valores de ti» nas condicoes de
escuro e radiagdo UV, indicam o numero de horas necessarias para perda de 50 %
da cor original da solucéo.

No caso deste extrato, nem sempre a radiacdo UV possui efeito sobre a
degradacao das desoxiantocianidinas, como € o caso dos valores de pH 7 e 10,
onde os valores de tempo de meia vida da amostra sob radiacao UV é maior que
quando a amostra é deixada no escuro sugerindo que a prépria mistura de
substancias oferece uma protecao para a degradacdo da amostra nestes valores de
pH. Quando a amostra é diluida em solug¢do de pH 7 € quando se tem os maiores
tempos de meia vida para este extrato, ou seja, € o pH que oferece maior
estabilidade para o extrato EtOH-dry, isso tanto quando a amostra € deixada no
escuro ou submetida a radiagdo UV. A diluicdo com solugdo de pH 1 fica em
segundo lugar em termos de estabilidade. Com diluicdes nas solucoes de pH 4, 10 e
12 obtém-se os menores valores de tempo de meia vida para este extrato sugerindo
maior instabilidade da amostra nestes valores de pH.
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Figura 31. Efeito da radiagao e pH na estabilidade do extrato EtOH-dry. Em azul
escuro o espectro inicial e em vermelho o espectro final apds 24 horas.
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Tabela 18. Efeito do pH e da presenca de radiagdo sobre os valores de Anax, vis
inicial e final, constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida (t;,) para o
extrato etandlico EtOH-dry.

Amax (nm)
pH Exposicao — - k(h-1) t1/2 (h)
Inicial Final
285 282

radiacao UV 326 -
473 471 0,008 86

285 286

escuro 326 326
473 472 0,0047 147
282 281

radiacao UV 326 326
487 487 0,0208 33

4 285 283
escuro 330 330

485 485 0,0081 85
. 281 277

. radiagao W' 4a9 487 00016 433
escuro 282 281

488 485 0,0028 247
273 272
o 313 311
radiacdo UV 380 379

10 544 544 0,0094 73
- 267
escuro 303 306
381 381

545 545 0,0242 28
278 276
- 332 333
radiacdo UV 385 385

12 536 536 0,0556 12
273 272
escuro 919 320
376 376

530 530 0,018 38

IV.2.2.3. Extrato diclorometano (DCM)

A partir dos valores de absorbancia para Anax da regidao do visivel no
decorrer das 24 horas de experimento (Figura 32) foi possivel calcular os valores das
constantes de velocidade de degradacdo de primeira ordem (k) e o tempo de meia
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vida correspondente (t12) (Tabela 19). Os valores de ti» nas condicbes de escuro e
radiacao UV, indicam o numero de horas necessarias para perda de 50 % da cor
original.

Os tempos de meia vida do extrato DCM s&o levemente maiores que para
S-3, com exceg¢ao do pH 12. Este resultado pode ser devido ao maior nivel de
impurezas do extrato DCM contendo presenca de outras substancias que auxiliam
na estabilidade das 3-desoxiantocianidinas.

Quando a amostra é diluida em solugdo de pH 7 é quando se tem os
maiores tempos de meia vida para este extrato, ou seja, é o pH que oferece maior
estabilidade para o extrato DCM, seguido da solucao a pH 1. J4 quando a amostra é
diluida em pH 10 é quando os valores de tempo de meia vida apresentam os
menores valores sugerindo uma maior instabilidade da amostra neste valor de pH
tanto sob radiagcdo UV como no escuro. Um perfil muito similar que para S-3.
Quando a amostra é submetida a pH 12 o valor de tempo de meia vida é baixo
enquanto que no escuro € alto, sugerindo um grande efeito da radiagdo UV para
esta condicao, potencializando a degradac¢do da amostra.

Quando a amostra € diluida em pH 4 e 10 é quando se encontram os

menores valores de tempo de meia vida, também similar ao comportamento de S-3.
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Figura 32. Efeito da radiacdo e pH na estabilidade do extrato diclorometano,

DCM. Em azul escuro o espectro inicial e em vermelho o espectro final apds 24 horas.
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Tabela 19. Efeito do pH e da presenca de radiacdo sobre os valores de Anax vis
inicial e final, constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida (t;,) para o
extrato diclorometano, DCM.

Amax (nm)
pH Exposicao — - k(h-1) t1/2 (h)
Inicial Final
292 270
radiacdo UV 338 -
1 473 473 0,0214 32
escuro 292 292
475 475 0,0033 210
293 268
radiacao UV 338 322
4 487 482 0,0258 26
293 293
escuro 337 337
487 488 0,0111 62
279 275
radiacéo UV 292 293
2 490 489 0,0076 91
278 278
escuro 293 293
489 489 0,0022 315
- 274
o 313 316
radiacéo UV 391 393
10 532 524 0,053 13
- 265
escuro 313 318
391 396
532 535 0,0274 25
- 274
L 311 -
radiacdo UV 396 391
12 528 - 0,0648 10
- 267
escuro 311 312
398 397
528 536 0,005 138

IV.2.2.4. Extrato concentrado nas desoxiantocianidinas, 3DAE

A partir dos valores de absorbancia para Anax da regidao do visivel no

decorrer das 24 horas de experimento (Figura 33) foi possivel calcular os valores das

constantes de velocidade de degradagéo de primeira ordem (K) e o tempo de meia
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vida correspondente (t1,2) (Tabela 20). Os valores de ty2 nas condi¢gdes de escuro e

radiacao UV, indicam o numero de horas necessarias para perda de 50 % da cor

original.
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Figura 33. Efeito da radiacdo e pH na estabilidade do extrato 3DAE. Em azul
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escuro o espectro inicial e em vermelho o espectro final apds 24 horas.
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Tabela 20. Efeito do pH e da presenca de radiacao sobre os valores de Anax vis
inicial e final, constante de velocidade de reacdo (k) e tempo de meia-vida (t;2) para o
extrato concentrado nas 3-desoxiantocianidinas, 3DAE.

Amax (nm)

pH Exposicéo — . k(h-1) t1/2 (h)
Inicial Final
288 292
radiagao UV 328 327

1 476 476 0,0043 161
284 284
escuro 335 335

476 475 0,0053 130
238 238
L 284 285
radiagao UV 329 307

4 487 488 0,0191 36
237 238
escuro 263 285
331 328

486 489 0,0136 51
282 283
radiagao UV 328 328

2 492 493 0,0048 144
282 282
escuro 328 327

493 493 0,0024 288
o 341 339

0 radiagao UV 548 529 00447 15
escuro 342 a7

549 549 0,0315 22
278 278
L 330 330
radiagao UV 398 398

12 530 530 0,0407 17
278 275
escuro 327 326
398 398

530 530 0,0098 70

Os tempos de meia vida sdo levemente maiores que para S-3, com
excecao do pH 12. Este resultado pode ser devido ao maior nivel de impurezas do
extrato 3DAE contendo presenca de outras substancias que auxiliam na estabilidade
das 3-desoxiantocianidinas.

Quando a amostra é diluida em solucédo de pH 7 é quando se tem os
maiores tempos de meia vida para este extrato, ou seja, é o pH que oferece maior
estabilidade para o extrato 3DAE, seguido da solugédo de pH 1. Ja quando a amostra
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é diluida em pH 10 é quando os valores de tempo de meia vida apresentam os
menores valores (seguido dos valores de pH 4 e 12) sugerindo uma maior
instabilidade da amostra neste valor de pH tanto sob radiagcdo UV como no escuro.
Um perfil muito similar que para S-3 e para o extrato DCM.
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IV.3. Conclusao do capitulo

Os espectros recuperados por MCR para os extratos etandlico (EtOH-dry)
e para S-3, carajurina, apresentaram pequena variagao no decorrer das 24 horas de
experimentos na auséncia e na presencga de radiagdo UV. Usando PCA para a as
solugdes de pH mais estaveis: pH 1, 7 e 12, somente um ou no maximo dois fatores
foram suficientes para explicar no minimo 99,95 % dos dados de variancia. Sendo
que os espectros das solugbes pH 1 foram os que apresentaram uma maior
absorbancia no espectro visivel. Para as solugbes de pH 4 e 10, dois a trés fatores
foram necessarios para explicar a variancia total dos dados.

No caso de S-3 nao foram observadas mudancas no perfil dos espectros
através dos experimentos de degradacado que evidenciam diferentes estruturas,
como acontece com as antocianinas (MARCO et al., 2005; MARCO e SCARMINIO,
2007).

Os experimentos com o extrato etandlico (EtOH-dry) resultaram em uma
estabilidade ainda maior, fato esse observado a partir da variagdo pequena da
absorbancia dos espectros confirmando que reag¢des de co-pigmentagdo acontecem.
Este resultado sugere que outras substancias contidas no extrato EtOH-dry ajudam
na estabilidade do extrato.

Estes resultados mostram que existe um potencial uso para as
desoxiantocianidinas, usadas tanto na forma de extratos brutos ou como substancias
concentradas, como pigmentos em alimentos ou cosméticos devido a alta
estabilidade dos extratos ricos nestas substancias em determinados valores de pH.

Os resultados dos calculos de tempo de meia vida para os extratos S-3,
EtOH-dry. DCM e 3DAE mostram que diluidos em solucdo de pH 7 obtém-se a
condicdo mais estavel destes extratos, tanto para quando as solug¢des ficam no
escuro como para a condicdo onde as solugdes ficam expostas a radiacdo UV.
Neste caso tem-se que o extrato mais estavel é o EtOH-dry, seguido do 3DAE, DCM
e S-3, nesta ordem. A segunda condi¢cdo mais estavel € a pH 1 com excecao de S-3
que tem a solucdo a pH 12 a segunda condicdo mais estavel. Quando os extratos
sao diluidos a pH 4 e 10 eles se tornam menos estaveis.
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Neste trabalho foram apresentadas metodologias de extracbes das
substancias raras chamadas 3-desoxiantocianidinas a partir das folhas da A. chica,
como extragdes sélido-liquido, SPE e com fluido supercritico. Estas metodologias
propiciam a obtengdo de extratos que podem ser utilizados para avaliacdo das 3-
desoxiantocianidinas frente atividades de diferentes microrganismos assim como
uso em formulacdes cosméticas.

Foram também desenvolvidas metodologias de caracterizagdo de extratos
ricos nas 3-desoxiantocianidinas baseadas em HPLC-DAD, HPLC-MS, ESI-MS e
ESI-MS, assim como de folhas provenientes de varias localidades do pais utilizando
as técnicas modernas de espectrometria de massa e fluorescéncia de raios-x. Com
auxilio de PCA foi possivel mostrar uma diferenciagdo nas variedades da planta
assim como mostrar a influéncia da sazonalidade nesta caracterizacdo. Este estudo
gerou um artigo ja publicado (SCHIOZER et al., 2012) e outro submetido.

Extratos ricos em desoxiantocianidinas assim como fragcdes dos extratos
das folhas da A. chica foram avaliados frente a algumas atividades biolégicas e
resultados positivos foram obtidos. A atividade antimicrobiana encontrada frente a
Trychophyton spp. foi bastante acentuada para os extratos hexanico,
diclorometanico e acetato de etila (Hex-dry, DCL-dry e EtOAc-dry) obtidas de
extracdes da planta. Dentre as fracdes que apresentaram melhor resultado, ndo se
encontra aquelas ricas em desoxiantocianidinas, nos levando a concluir que a
atividade antifungica encontrada ndo se deve a essas substancias ou que necessita
da presenca de outras substancias para que através de efeito sinérgico apresente
alta atividade. Este estudo resultou numa patente (BARATA et al., 2006).

Com respeito as atividades anti-inflamatdrias e cicatrizantes, o extrato rico
em desoxiantocianidinas mostrou efeito anti-inflamatério tépico maior que o efeito da
substancia isolada, sugerindo um efeito positivo de sinergismo. Os testes de
toxicidade utilizando alguns extratos das folhas da A. chica mostraram minima
reacdo com as células de queratinécios humana. Um dos extratos testados, rico em
desoxiantocianidinas (3DAE), foi considerado toxico para as células cancerigenas
testadas. Este estudo pode ser uma sugestao para um estudo mais aprofundado.

Numa avaliagdo da estabilidade de diferentes extratos, espectros
recuperados por MCR para os extratos etandlico (EtOH-dry) e o extrato S-3,
carajurina, apresentaram pequena variagdo no decorrer das 24 horas de
experimentos na auséncia e na presenca de radiacdao UV. Usando PCA para as
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solugdes de pH mais estaveis: pH 1, 7 e 12, somente um ou no méximo dois fatores
foram necessarios para descrever a maior parte da varidncia dos dados, 99,95 %
dos dados de variancia neste caso. Sendo que os espectros das solugdes pH 1
foram os que apresentaram uma maior absorbancia no espectro visivel. Para as
solucbes de pH 4 e 10, dois a trés fatores foram necessarios para explicar a
variancia total dos dados. No caso da S-3 nao foi observado mudancas no perfil dos
espectros através dos experimentos de degradacdo que evidenciam diferentes
estruturas, como acontece com as antocianinas. Os experimentos com o extrato
etandlico (EtOH-dry) resultaram em uma estabilidade ainda maior, fato esse
observado a partir da variagdo pequena da absorbancia dos espectros confirmando
que reacbes de co-pigmentacdo acontecem. Este resultado sugere que outras
substancias contidas no extrato EtOH-dry ajudam na estabilidade do extrato. Este
estudo gerou um artigo (SCHIOZER et. al., 2008).

Estes resultados mostram que existe um potencial uso para as
desoxiantocianidinas a serem usadas tanto na forma de extratos brutos ou como
substancias concentradas, como pigmentos em alimentos ou cosméticos devido a
alta estabilidade dos extratos ricos nestas substancias em determinados valores de
pH.

Os resultados dos célculos de tempo de meia vida para S-3, EtOH-dry.
DCM e 3DAE mostram que os mesmos diluidos em solugdo de pH 7 apresentam as
condicdo mais estaveis destes extratos, tanto para quando as solug¢des ficam no
escuro como para a condicdo onde as solugdes ficam expostas a radiacao UV.
Neste caso tem-se que o extrato mais estavel é o EtOH-dry, seguido do 3DAE, DCM
e S-3, nesta ordem. A segunda condicdo mais estavel € a pH 1 com excecao S-3
que tem na condicdo a pH 12 a segunda condicdo mais estavel. Quando os extratos
sao diluidos a pH 4 e 10 eles se tornam menos estaveis.
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